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A presente dissertação aborda a problemática do aparecimento de poluentes 
emergentes, nomeadamente os compostos 17β-Estradiol (E2) e 17α-Etinilestradiol 
(EE2), na água residual e os seus principais impactes no ambiente.  
O principal objetivo foi a avaliação da eficiência de remoção destes compostos em 
sistemas de discos biológicos (RBC) operada em regime fluxo contínuo, alimentada com 
uma solução sintética que simulou um efluente secundário tratado de ETAR, isto é, com 
uma CQO de 125 mg O2/L e com um spiking diário do E2 e EE2 de 100 µg/L.  
Para a deteção e quantificação dos compostos E2 e EE2 utilizou-se o método de 
extração SBSE e o método de analítico e de deteção HPLC-DAD. Fizeram-se dois 
ensaios nas mesmas condições experimentais onde se obtiveram as seguintes 
eficiências de remoção: i) Ensaio 1, para os compostos E2 e EE2, respetivamente 64% 
e 23%; ii) Ensaio 2, para os compostos E2 e EE2, respetivamente 63% e 18%. 
Adicionalmente realizaram-se outros ensaios, nomeadamente: i) elaboração de uma 
curva de calibração numa matriz de Metanol com recurso a SBSE para comparar com 
a curva de calibração numa matriz de água desmineralizada, concluindo que o 
desempenho do método SBSE é favorecido na matriz em água; ii) elaboração de um 
teste (sem recurso a SBSE) de fotodegradação dos compostos, onde se concluiu que 
estes não são fotodegradáveis; iii) elaboração de uma curva de calibração sem recurso 
a SBSE para quantificar os testes efetuados.  
Palavras-chave: Compostos disruptores endócrinos, 17β-Estradiol (E2), 17α-
Etinilestradiol (EE2), Reatores de discos biológicos (RBC), HPLC-




The present dissertation addresses the emergence of emergent pollutants, such as 17β-
Estradiol (E2) and 17α-Ethinylestradiol (EE2), in wastewater and its main impacts on the 
environment. 
The main objective was to evaluate the efficiency of removal of these compounds 
through rotating biological contactors (RBC) operated in a continuous flow regime, fed 
with a synthetic solution that simulated a secondary effluent treated of ETAR, that is, with 
a COD of 125 mg O2 / L and with a daily spiking of E2 and EE2 of 100 μg / L. 
For the detection and quantification of compounds E2 and EE2, the SBSE extraction 
method and the HPLC-DAD analytical and detection method were used. Two tests were 
carried out under the same experimental conditions where the following removal 
efficiencies were obtained: i) Test 1, for compounds E2 and EE2, respectively 64% and 
23%; Ii) Test 2, for compounds E2 and EE2, respectively 63% and 18%. 
Additionally, other tests were carried out, namely: i) elaboration of a calibration curve in 
a methanol matrix using SBSE to compare with the calibration curve in a demineralized 
water matrix, concluding that the performance of the SBSE method is favored in the 
matrix in Water; ii) elaboration of a photodegradation test (without SBSE), where it was 
concluded that these are not photodegradable; iii) preparation of a calibration curve 
without SBSE to quantify the tests performed. 
Key-words: EDC, 17β-Estradiol (E2), 17α-Ethinylestradiol (EE2), Rotating Biological 
Contactors (RBC), HPLC-DAD, SBSE, Wastewater Treatment. 
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1. Introdução 
A existência de micropoluentes nos meios aquáticos é, atualmente, um dos aspetos 
mais relevante no que se refere à qualidade da água. Este tipo de poluentes, estão 
presentes no ambiente em concentrações na ordem de µg/L e ng/L, tendo aumentado 
consideravelmente nos últimos anos (Bila & Dezotti, 2007). A intensa atividade industrial 
e agrícola, os resíduos urbanos e as águas residuais são as principais origens de 
contaminação (Viladomat, 2010). Assim, o estudo do destino final destes poluentes em 
estações de tratamento de água residual é de extrema importância (Farré et al., 2008). 
Os compostos disruptores endócrinos (EDC) são uma das classes de substâncias 
micropoluentes muito estudadas devido, principalmente, aos seus efeitos adversos nos 
organismos aquáticos e na saúde humana. Em seres humanos e animais, a disrupção 
endócrina é um mecanismo de efeito relacionado com funcionamento do sistema 
endócrino (Bila & Dezotti, 2007). O sistema endócrino consiste num conjunto de 
glândulas que se distribuem em diversas zonas do corpo, e que produzem hormonas 
com diferentes funções. A disrupção endócrina ocorre quando os compostos disruptores 
interagem com os recetores de hormonas, alterando os padrões naturais de resposta 
do sistema endócrino (Birkett, 2003). 
Segundo a United States Environmental Protection Agency (U.S. EPA), “Um disruptor 
endócrino é um agente exógeno que interfere com a síntese, secreção, transporte, 
ligação, ação ou eliminação de hormonas naturais do corpo que são responsáveis pela 
sua homeostasia, reprodução, desenvolvimento e/ou comportamento” (Birkett, 2003). 
Torna-se assim, crucial avaliar a problemática associada aos compostos disruptores 
endócrinos, no sentido de perceber os seus efeitos no ambiente e mais especificamente 
nos humanos (Bila & Dezotti, 2007), bem como a capacidade de remoção destes 
compostos das águas residuais.  
 
3 
2. Objetivos  
A presente dissertação tem como objetivo, avaliar a capacidade de remoção biológica 
conjunta do 17β-Estradiol e 17α-Etinilestradiol, através de sistemas de biomassa fixa a 




3. Estrutura da dissertação 
A dissertação está dividida em dez capítulos e cinco anexos, cujas referências 
bibliográficas foram baseadas em artigos publicados e em dissertações de Mestrado e 
Doutoramento. 
O primeiro capítulo é introdutório, apresentando a problemática que serve de base para 
o estudo da presente dissertação. O segundo capítulo apresenta o objetivo da tese. 
No quarto capítulo é apresentado todo o enquadramento teórico base para o 
desenvolvimento experimental da presente tese. O quinto apresenta o plano 
experimental adotado, bem como o cronograma da tese, o sexto capítulo são os 
materiais e métodos utilizados para concretização do estudo com base no método de 
extração SBSE e método analítico e deteção HPLC-DAD. O sétimo capítulo apresenta 
os resultados obtidos na presente dissertação. 
Os oitavo e nono capítulos apresentam a discussão geral de resultados e as principais 
conclusões do presente estudo. O décimo capítulo descreve os desenvolvimentos 




4.1. Disrupção endócrina e sua atuação no sistema endócrino 
Todos os organismos multicelulares necessitam de regular a funcionalidade e a 
interação das diferentes células que os constituem. Para tal, dispõem de dois sistemas 
distintos, o nervoso e o endócrino. O sistema endócrino é crucial tanto para animais 
como para plantas, uma vez que é o responsável por várias funções básicas do 
organismo, nomeadamente, a reprodução, o crescimento, a homeostasia, a 
manutenção e o metabolismo. Este sistema é composto por diversas glândulas, 
localizadas em diferentes áreas do corpo, que produzem hormonas com diferentes 
funções. As glândulas constituintes do sistema endócrino são, respetivamente, o 
hipotálamo, a hipófise, a tiroide, a paratiroide, as glândulas suprarrenais, gónadas e a 
glândula pineal (Birkett, 2003). 
A síntese de hormonas permite despoletar a resposta natural do corpo, encaminhando-
as para os órgãos/células alvo através da corrente sanguínea. As células alvo contêm 
locais recetores que permitem a anexação da hormona, produzindo uma mensagem 
que, por sua vez, induz a resposta desejada. As hormonas produzidas no corpo têm um 
período de permanência muito reduzido, devido, essencialmente, a mecanismos 
metabólicos de depuração. Contudo, na presença de EDC, estes mecanismos podem 
não ocorrer, levando à bioacumulação destes compostos no corpo (Birkett, 2003). 
O mecanismo de disrupção endócrina ocorre quando os EDC interagem com o recetor 
hormonal na célula, modificando os padrões da resposta natural do sistema endócrino. 
Estes químicos podem ligar-se ao recetor, uma vez que a sua estrutura é semelhante à 
da hormona natural, ativando assim diferentes tipos de mecanismos (Birkett, 2003). Os 
disruptores endócrinos podem acuar diretamente nos recetores hormonais como 
hormonas mimólogas ou antagónicas, relativamente à hormona natural. Outros, podem 
atuar diretamente com as proteínas que controlam o envio de uma determinada 
hormona à sua célula/tecido alvo (Bergman et al., 2012). 
4.2. Grupos de Substâncias disruptoras endócrinas  
O grupo de compostos disruptores endócrinos é muito heterogéneo e inclui diversas 
substâncias e grupos de substâncias (De Coster & Van Larebeke, 2012), 
nomeadamente, esteroides naturais e sintéticos, bem como as suas formas conjugadas 
(Hamid & Eskicioglu, 2012), fitoestrogénios, compostos orgânicos oxigenados, 
surfatantes, compostos policlorados, pesticidas (Birkett, 2003), compostos 
farmacêuticos e produtos de cuidado pessoal (Hamid & Eskicioglu, 2012). Das diversas 
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categorias de compostos, as hormonas sexuais, sintéticas e naturais, representam o 
grupo de disruptores endócrinos com poder estrogénico mais elevado mesmo quando 
presentes em baixas concentrações (Sousa, 2013), em comparação com os 
fitoestrogénios ou xenoestrogénios (Koh et al., 2008). Estes compostos são suscetíveis 
à biotransformação e bioconcentração (Lai et al., 2002), com elevado potencial de 
bioacumulação (Gomes et al., 2004). 
As hormonas sexuais naturais e sintéticas, que são objeto de estudo no presente 
trabalho, respetivamente, 17β-Estradiol e o 17α-Etinilestradiol, pertencentes à lista de 
vigilância de poluentes aquáticos emergentes, publicada pela União Europeia, são 
consideradas como compostos com elevado efeito de disrupção endócrina, tornando a 
sua monitorização no ambiente, de grande relevância (Barreiros et al., 2016; Hamid & 
Eskicioglu, 2012).  
4.3. Enquadramento Legal   
A Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de outubro, 
designada como Diretiva Quadro da Água (DQA), é um instrumento da União Europeia 
que tem por objetivo estabelecer um enquadramento para a proteção dos diferentes 
meios aquáticos, nomeadamente, as águas de superfície interiores, de transição, 
subterrâneas e costeiras (2000). A Lei n.º 58/2005, de 29 de dezembro, transpôs a 
antedita Diretiva para a ordem jurídica nacional, estabelecendo as bases e o quadro 
institucional para a gestão sustentável das águas nacionais (2005), onde se definem os 
conceitos base para a avaliação do estado da qualidade da água, designadamente: 
 “Bom estado químico das águas superficiais, como sendo o estado químico 
alcançado por uma massa de águas superficiais em que as concentrações de 
poluentes cumprem as normas de qualidade ambiental definidas em legislação 
específica.”; 
 “Norma de qualidade ambiental, como sendo a concentração de um determinado 
poluente ou de grupo de poluentes na água, nos sedimentos ou no biota, que 
não deve ser ultrapassada para efeitos de proteção da saúde humana e do 
ambiente.”; 
 “Substâncias perigosas, as substâncias ou grupos de substâncias tóxicas, 
persistentes e suscetíveis de bioacumulação, e ainda outras substâncias que 
suscitem preocupações da mesma ordem.”; 
 “Substâncias prioritárias, as substâncias definidas como tal em normativo próprio 
por representarem risco significativo para o ambiente aquático ou por seu 
intermédio, sendo a sua identificação feita através de procedimentos de 
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avaliação de risco legalmente previstos ou, por razões de calendário, através de 
avaliações de risco simplificadas.”; 
 “Substâncias perigosas prioritárias, as substâncias identificadas como 
apresentando um risco acrescido em relação às substâncias prioritárias, sendo 
a sua seleção feita com base em normativo próprio relativo a substâncias 
perigosas ou nos acordos internacionais relevantes.”(2005). 
A Lei da Água, estabelece, entre outros, as normas de qualidade ambiental e valores-
limite de emissão comuns para determinados grupos ou famílias de poluentes (2005). 
Neste sentido, foi desenvolvida uma metodologia de identificação de substâncias 
prioritárias que apresentam maior risco para o ambiente. Assim, a atribuição do carácter 
prioritário a determinado poluente foi baseada numa avaliação simplificada do seu risco, 
considerando os seguintes aspetos: 
 “Dados relativos ao perigo intrínseco da substância em causa e, em 
particular, a sua ecotoxicidade aquática e à sua toxicidade humana por vias 
de exposição aquáticas”; 
 “Dados resultantes de monitorização de situações de contaminação 
ambiental alargada”; 
 “Outros elementos comprovados suscetíveis de indicas a possibilidade de 
contaminação alargada, como o volume de produção ou de utilização da 
substância em causa e os padrões de utilização”(2000). 
 
Na Decisão n.º 2455/2001/CE (2001) do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de 
novembro, foi estabelecida a lista de substâncias prioritárias, incluindo as substâncias 
perigosas prioritárias, de acordo com as recomendações estabelecidas na Diretiva 
2000/60/CE anteriormente referida. Nesta decisão foram definidas 33 substâncias 
prioritárias, posteriormente revistas na Diretiva n.º 2008/105/CE do Parlamento Europeu 
e do Conselho, de 16 de dezembro, onde se identificaram 16 como substâncias 
perigosas prioritárias, resumidamente identificadas no Anexo III (2008). De salientar que 
as normas de qualidade ambiental para a respetiva lista de substâncias prioritárias 
foram igualmente definidas na diretiva (2008).  
A Diretiva 2013/39/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 12 de agosto, 
apresenta uma nova de lista de substâncias prioritárias no domínio da política da água, 
agora com 45 substâncias prioritárias, sucintamente identificadas no Anexo III (2013). 
Esta Diretiva aborda igualmente a problemática dos poluentes emergentes, presentes 
nos meios aquáticos e que poderão apresentar riscos significativos, além das 45 
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substâncias prioritárias anteriormente identificadas. Surge assim a necessidade de 
melhorar a qualidade dos dados de monitorização relativos aos efeitos ecotoxicológicos 
e toxicológicos dessas substâncias. Neste sentido, o artigo 8ºB da Diretiva 2013/39/EU, 
estabelece a necessidade de uma lista de vigilância de substâncias para as quais devem 
ser recolhidos dados de monitorização em toda a União Europeia, por forma a definir as 
prioridades de vigilância das mesmas (2013).  
As substâncias que devem constar na lista são aquelas cujas informações disponíveis 
indiquem que podem representar um risco significativo para o meio aquático e aquelas 
cujos dados de monitorização sejam insuficientes. Pretende-se para a primeira lista de 
vigilância um número máximo de 10 substâncias ou grupos de substâncias com a 
indicação, de matrizes para a monitorização e o eventual método de análise (2013). 
O 17β-Estradiol (E2) e o 17α-Etinilestradiol (EE2) estão presentes na primeira lista de 
vigilância, com o objetivo de recolher dados de monitorização, por forma a determinar 
as medidas adequadas para fazer face ao risco que essas substâncias constituem 
(Parlamento Europeu e do Conselho, 2013). Os limites de deteção obtidos através do 
método SPE-LC-MS-MS, para cada uma destas substâncias foram publicados na 
Decisão de Execução (EU) 2015/495 da Comissão, de 20 de março, e são 
respetivamente, de 0,4 e de 0,035 ng/L. 
 
4.4. Fontes de contaminação 
A entrada dos compostos disruptores endócrinos, nomeadamente, o 17β-Estradiol e o 
17α-Etinilestradiol, nos ecossistemas aquáticos podem ocorrer através de fontes 
pontuais ou difusas (Rosa, 2008). Em ambos os casos, para as respetivas substâncias, 
as principais vias de excreção são a urina e as fezes (Ze-hua Liu et al., 2015a), tanto de 
animais como de humanos. Relativamente à atividade industrial, a origem das hormonas 
é predominantemente o fluxo de águas residuais que chega às estações de tratamento 
de água residual (ETAR) (Hamid & Eskicioglu, 2012). As fontes pontuais associadas ao 
aparecimento destes compostos nos meios aquáticos são os efluentes de descarga das 
ETAR. No que respeita as fontes difusas, estas estão associadas à infiltração das 
escorrências provenientes de atividade agropecuária (Esperanza et al., 2007).  
O 17β-Estradiol ou E2, é uma hormona natural, também referida como estradiol. Este é 
o composto com maior presença nos vertebrados, estando associado ao sistema 
reprodutor feminino e à manutenção dos caracteres sexuais (Barreiros et al., 2016). O 
17α-Etinilestradiol ou EE2, é uma hormona sintética derivada da hormona natural E2. 
11 
Este composto, é essencialmente utilizado como componente de contracetivos orais, 
tendo contudo outras aplicações na medicina, designadamente no tratamento hormonal 
de substituição e na suspensão do aleitamento materno (Aris et al., 2014).  
A excreção destes compostos varia dependendo do género, do estado fisiológico e do 
desenvolvimento do individuo (Barreiros et al., 2016). Segundo o modelo apresentado 
por Johnson e Williams (2004), os maiores contribuidores para a presença do composto 
17β-Estradiol nos meios aquáticos são as mulheres grávidas, as mulheres em período 
menstrual e as em pós-menopausa, excretando através da urina e fezes respetivamente 
393 µg/dia, 3,2 µg/dia e 56,1 µg/dia. Este modelo considerou que a população de 
mulheres em período de pós-menopausa, estaria em tratamento de terapia hormonal de 
substituição utilizando apenas a hormona E2 (Johnson & Williams, 2004).  
Com a mesma população alvo, mulheres grávidas, menstruadas e em período pós-
menopausa, Johnson et al.(2000) apresenta igualmente um método que estima a 
excreção de E2, tendo obtido respetivamente, 600 µg/dia, 8 µg/dia e 4 µg/dia de E2 
excretado (Hamid & Eskicioglu, 2012) 
Como referido anteriormente, a indústria pecuária tem um peso relevante na excreção 
de hormona E2. A utilização de estrume como fertilizante, produzido neste tipo de 
indústria, combinado com a urina excretada pelos animais, aquando da presença de 
chuva, infiltra esta hormona no solo e dessa forma atinge os lençóis freáticos 
(Burkholder et al., 2007; Hanselman et al., 2003; Kolodziej et al., 2004; Lorenzen et al., 
2004; Matthiessen et al., 2006).  
Um estudo realizado em Inglaterra estima que, se 1% dos estrogénios excretados pela 
indústria pecuária atingisse os meios aquáticos, essa percentagem representaria 15% 
de todos os compostos estrogénicos na água (Johnson et al., 2006). Dados recentes 
apontam para uma variação de concentração do composto E2 excretado por animais 
entre 30 a 2500 ng/L (Combalbert & Hernandez-Raquet, 2010). 
Relativamente ao composto 17α-Etinilestradiol, a maior fonte para o ambiente, como já 
fora antes referida, é a população que ingere contracetivos orais (Xu et al., 2012). Para 
a elaboração de um modelo, Johnson e Williams, admitiram que 17% do total da 
população de indivíduos do sexo feminino de países ocidentais consome a pílula 
contracetiva regularmente. Tendo em conta que apenas essa fonte de EE2 foi 
considerada para o estudo, verificou-se que em média se excretam 10,5 µg/dia de EE2 
(Hamid & Eskicioglu, 2012; Johnson & Williams, 2004). 
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Apesar do composto EE2 estar presente nos meios aquáticos em concentrações baixas, 
a sua baixa biodegradabilidade pode significar que este é um dos fatores que determina 
o poder estrogénico do efluente final de uma estação de tratamento de água residual 
(Pickering & Sumpter, 2003). 
 
4.5. Propriedades físico-químicas dos fármacos 
A hormona natural estudada no presente trabalho é um esteroide o isómero 17β do 
Estradiol, constituído por 18 carbonos (C18), com dois anéis ciclohexanos, um anel 
ciclopentano e um fenol, contendo grupos hidroxilo na posição 3 e em 17β como está 
representado na Figura 4.1 (Hamid & Eskicioglu, 2012; National Center for 
Biotechnology Information, 2016a). Caracterizada como sendo a hormona mais potente 




Figura 4.1. Estrutura química do composto 17β-Estradiol. 
Na Tabela 4.1 resumem-se as características físico-químicas principais do composto 
17β-Estradiol. 
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(Hamid & Eskicioglu, 2012; Ze-hua Liu et al., 
2015b; National Center for Biotechnology 
Information, 2016a; Tomšková et al., 2012) 
CAS 50-28-2 (American Chemical Society, 2016) 
Solubilidade em 
água  
(mg/L a 20 ºC) 
13 (Ying et al., 2002)  
Log Kow 
4,01 
(Hamid & Eskicioglu, 2012; Ze-hua Liu et al., 
2015b; Tomšková et al., 2012) 
3,94 (Ying et al., 2002) 
pKa 
10,4 




(Hamid & Eskicioglu, 2012; Metcalfe et al., 
2001; Rutishauser et al., 2004; Teske & 
Arnold, 2008) 
Constante da lei 
de Henry  
(Pa m3/mol) 
6,3x10-7 (Hamid & Eskicioglu, 2012) 
Quanto ao composto 17α-Etinilestradiol, representado na Figura 4.2., identificado como 
um estradiol alquilado semissintético, com uma substituição na posição 17α-etinil, 
apresenta-se exatamente igual ao 17β-Estradiol na restante estrutura (National Center 
for Biotechnology Information, 2016b). Esta hormona liga-se ao recetor complexo de 
estrogénio e entra no núcleo, ativando a transcrição dos genes no DNA envolvidos na 
resposta celular estrogénica. O 17α-Etinilestradiol é responsável pela inibição da 5α-
reductase no tecido epididimal que reduz os níveis de testosterona, podendo ocasionar 
uma redução da progressão do cancro da próstata (National Cancer Institute, 2016). 
 
Figura 4.2. Estrutura química do composto 17α-Etinilestradiol. 
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Na Tabela 4.2 são apresentadas as propriedades físico-químicas do composto 17α-
Etinilestradiol. 
Tabela 4.2. Propriedades físico-químicas do composto 17α-Etinilestradiol. 
Fórmula Molecular 
C20H24O2 
(National Center for Biotechnology Information, 
2016a) 
Peso Molecular (g/mol) 296,4 
(Hamid & Eskicioglu, 2012; National Center for 
Biotechnology Information, 2016b; Tomšková 
et al., 2012) 
CAS 57-63-6 (American Chemical Society, 2016) 
Solubilidade em água  
(mg/L a 20 ºC) 
4,8 (Ying et al., 2002) 
Log Kow 
3,67 
(Hamid & Eskicioglu, 2012; National Center for 
Biotechnology Information, 2016b) 
4,106 (Tomšková et al., 2012) 




(Hamid & Eskicioglu, 2012) 
10,24 (Tomšková et al., 2012) 
Potencial Estrogénico 




(Rutishauser et al., 2004) 
1,5 (Hamid & Eskicioglu, 2012) 
Constante da lei de Henry 
(Pa m3/mol) 
3,8x10-7 (Hamid & Eskicioglu, 2012) 
(1) Resultado obtido num ensaio YES (yeast estrogen screen) 
(2) Resultado obtido num ensaio ZRP (zona radiata proteins production) 
(3) Resultado obtido num ensaio RTG-2 (rainbow trout gonad cell line RTG-2) 
 
Propriedades como a solubilidade em água e o coeficiente octanol/água (Kow) são 
cruciais para perceber o comportamento destes compostos no ambiente (Barreiros et 
al., 2016). Estes parâmetros podem ser utilizados para aferir o carácter hidrofóbico dos 
compostos (Danielsson & Zhang, 1996) e consequentemente usados para prever a 
tendência que os compostos têm à sorção aos sólidos (Wien & Mikrobiologie, 1999). Os 
valores do coeficiente octanol/água (Kow) aumentam proporcionalmente com o aumento 
da lipofilicidade, correlacionando-se inversamente com a solubilidade em água. Assim, 
valores de Kow elevados são uma característica de moléculas hidrofóbicas de maiores 
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dimensões, com tendência a se ligarem a matéria orgânica sólida, enquanto que 
moléculas hidrofílicas de menores dimensões, tem valores de Kow reduzidos. Este 
parâmetro afigura-se como um indicador de excelência para avaliar a capacidade de 
adsorção dos compostos face ao parâmetro solubilidade (Langford & Lester, 2003). 
Como referencial, valores de Kow menores que 2,5 demostram um potencial de sorção 
baixo e valores de Kow superiores a 4 demonstram um potencial de sorção elevado 
(Rogers, 1996). 
O comportamento de partição de um composto orgânico depende significativamente do 
estado em que este se encontra, ionizado ou neutro. A constante de dissociação de um 
ácido (Ka), descreve a tendência que determinado químico tem a doar protões à solução, 
a receber eletrões da solução ou a manter-se no estado neutro, num determinado pH. 
O cologaritmo, pKa, é utilizado para facilitar a comparação com o pH. As formas 
ionizadas e neutras de ácidos orgânicos estão em concentrações iguais quando o 
pKa=pH. A forma neutra de um determinado ácido orgânico adsorve mais à matéria 
particulada do que a forma ionizada, e, portanto, torna-se mais fácil de remover no 
tratamento de águas residuais (Jordan et al., 2010). 
A constante da lei de Henry, determina que a concentração de uma espécie química 
numa solução líquida, é proporcional à sua fase gasosa a pressão parcial. Mais 
genericamente, esta constante é utilizada para prever a tendência de um determinado 
composto químico para volatizar do seu solvente (neste caso a água). Quanto menor 
for a constante, menor a probabilidade do químico estar presente no ar e mais provável 
que este permaneça no seu solvente (Jordan et al., 2010). 
4.6. Implicações no ambiente e na saúde pública  
Na década de 70 iniciaram-se as primeiras investigações relacionadas com fenómenos 
de disrupção endócrina originadas pela observação de anomalias nos ecossistemas 
aquáticos (Blaber, 1970; Smith, 1971). A constatação da falha do sistema reprodutivo 
em populações de peixes de água doce, observada na década de 90, veio intensificar a 
necessidade de investigação nesta área (Hintemann et al., 2006). 
Na última década, diversos estudos revelam casos de anormalidades genitais em 
espécies de peixes e de outros organismos, tal como hermafrodismo, causados pela 
síntese da proteína vitelogenina (VTG), alarmando a comunidade científica a respeito 
do efeito de compostos estrogénicos no ambiente (Arcand-Holy et al., 1998; Hogan et 
al., 2006; Iwanowicz et al., 2009; Larsson et al., 1999; Safe, 2004). A Endocrine Society, 
publicou em 2009, um relatório de estado de arte, onde expressa a preocupação que a 
exposição crónica a compostos disruptores endócrinos, possa ocasionar efeitos 
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adversos na saúde humana, em baixas concentrações (Diamanti-Kandarakis et al., 
2009) 
A VTG é uma glicoproteína precursora, sintetizada no fígado de peixes fêmea controlada 
pelos estrogénios. A VTG não sendo produzida por peixes machos ou juvenis, a sua 
produção no fígado pode ser induzida perante a exposição a compostos estrogénicos 
(Woods & Kumar, 2011). Assim, a vitelogenina tornou-se um dos mais comuns 
biomarcadores utilizados para aferir a exposição dos peixes a compostos estrogénicos 
(Hutchinson et al., 2006). Diversos estudos laboratoriais comprovaram que a presença 
de E2 (Brion et al., 2004; Folmar et al., 2000; Hill & Janz, 2003) e de EE2 (Brion et al., 
2004; Hill & Janz, 2003; Jobling et al., 2009; Nash et al., 2004), estimulam a produção 
de VTG.  
Anomalias físicas são também consideradas como uma resposta comum à exposição 
em laboratório a compostos disruptores endócrinos. Muitos dos efeitos documentados 
dizem respeito a alterações no crescimento genital e dos tecidos biológicos, no geral. 
Segundo o estudo feito por Van den Belt et al. (2002), a exposição do peixe-zebra (Danio 
rerio) a EE2, demonstrou um efeito negativo no índice gonado-somático, sendo 
posteriormente justificado pela ausência de vitelogenina em oócitos maduros dentro dos 
ovários. Em peixes-zebra machos, a presença de 50 ng/L de EE2, afetou negativamente 
o crescimento genital (Nash et al., 2004). Outros efeitos foram relatados, tal como a 
fibrose testicular em Cyprinodon variegatus, quando expostos a 2 ng/L de EE2 (Zillioux 
et al., 2001) e em Oryzias latipes (peixe-arroz), quando expostos a 463 ng/L durante 
três semanas (Kang et al., 2002). Relativamente à hormona natural, Flammarion et al. 
(2000), observou que, após duas injeções de 2 mg/Kg de E2, numa experiência de 14 
dias, resultou na degeneração dos espermatozoides em Leuciscus cephalus. Este tipo 
de alterações que surgem nas espécies, alteram a capacidade reprodutiva dos 
indivíduos afetados, apesar das consequências reprodutivas não serem conclusivas 
(Jordan et al., 2010).  
A exposição a compostos disruptores endócrinos afeta também outro tipo de órgãos, 
nomeadamente o fígado e os rins. Efeitos de nefrotoxicidade no rim e no fígado, foram 
observados em peixes-zebra, quando expostos a 10 ng/L de EE2 (Weber et al., 2003). 
Liney et al. (2006) observou que os rins dos peixes teleósteos são sensíveis à exposição 
a compostos estrogénicos provenientes de águas residuais. Estes órgãos, são 
essenciais na realização de funções metabólicas e imunológicas, pelo que, é de esperar 
que estes efeitos resultem numa diminuição do número de indivíduos da espécie 
exposta, afetando posteriormente a sua longevidade e sobrevivência no meio. (Jordan 
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et al., 2010). Contrariamente, foi documentado, que a exposição do peixe esgana-gato 
(Gasterosteus aculeatus) ao composto EE2, acelerou o seu crescimento (Bell, 2004). 
Assim, apesar da diversidade de documentos publicados que observam modificações 
nas funções de diversos órgãos, e que realçam o seu potencial negativo na 
sobrevivência dos indivíduos em estudo, ainda existem algumas dúvidas relativas às 
reais consequências aquando da exposição a compostos disruptores endócrinos 
(Jordan et al., 2010). 
A exposição a estes compostos presentes no ambiente é, igualmente, um fator de risco 
para a saúde pública, podendo relacionar-se com diversos efeitos, nomeadamente a 
síndrome de disgenesia testicular, a hipospadia, o cancro testicular e da mama, a 
endometriose e o decréscimo do número de espermatozoides (Adlercreutz et al., 1993; 
Harris et al., 2003; Skakkebaek et al., 2001). Contudo, a incerteza no meio científico, 
em relação à natureza e à magnitude dos riscos que podem ocorrer mediante a 
exposição a concentrações baixas destes compostos estrogénicos, permanece (Safe, 
2004). A problemática dos EDC e de outros compostos químicos relativamente à sua 
exposição no ambiente, é a impossibilidade de concretizar um limite para os seus efeitos 
adversos na saúde pública, especialmente para populações mais vulneráveis (Wise et 
al., 2011). 
4.7. Remoção dos fármacos em ETAR 
A remoção de esteroides e de outros micropoluentes orgânicos da água, pode ser feita, 
através de dois tipos de abordagem: i) através da otimização das tecnologias de 
tratamento previamente existentes; ii) através da implementação de nova tecnologia 
para fim de linha de tratamento (Koh et al., 2008). 
Tipicamente, o tratamento de água residual, é obtido através de um processo com três 
estágios, designados de, pré-tratamento, tratamento primário e tratamento secundário 
(Koh et al., 2008), podendo ou não conter um tratamento terciário, mediante as 
exigências legais aplicadas ao tipo de meio recetor da descarga (Ministério do Ambiente, 
1997). Contudo, o processo de biodegradação e biotransformação de compostos 
esteroides pode começar antes da chegada da água residual afluente à estação de 
tratamento. Em locais cuja bacia hidrográfica correspondente à área de recolha da 
estação de tratamento é muito abrangente, o tempo de retenção da massa de água 
residual nos sistemas de drenagem pode ser significativo, permitindo o crescimento 
bacteriano nas paredes internas das tubagens. O crescimento deste biofilme induz os 
processos de alteração estrutural anteriormente referidos (Langford & Lester, 2003). 
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Relativamente à remoção da atividade estrogénica de águas residuais, foi provado que 
a etapa de tratamento biológico é o processo mais relevante (Koh et al., 2008). 
Processos como a biotransformação e a biodegradação desempenham um papel 
importante na remoção de estrogénios, dado que alguns microrganismos presentes no 
tratamento biológico das ETAR têm a capacidade de utilizar este tipo de compostos e 
outros micropoluentes como fonte de carbono para responder as suas necessidades 
metabólicas. Os processos de degradação mais rápidos e eficazes, deste tipo de 
poluentes, dão-se em condições aeróbias (Moharikar et al., 2005).  
Diversos estudos comprovam a capacidade da bactéria nitrificante, Nitrosomonas 
europaea, juntamente com um processo biológico de lamas ativadas com nitrificação, 
de remover E2 e EE2 presentes no efluente da ETAR (Shi et al., 2004; Vader et al., 
2000). Assim, a dinâmica da população de microrganismos está intimamente 
dependente do tipo de processo de tratamento biológico de uma estação de tratamento 
de água residual (Rodrigues, 2009). 
Na Tabela 4.3, são apresentados diversos exemplos de tratamento biológico e a 
respetiva remoção dos compostos E2 e EE2.  
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Tabela 4.3. Tipos de tratamento biológico para a remoção dos compostos E2 e EE2. 




Dois Biofiltros em série com dois 
estágios de pós-sedimentação 
E2 82 
(Jiang et al., 2005) 











(Esperanza et al., 2004) 
E2 
EE2 
70 - 80 
<40 
(Ifelebuegu, 2011) 
Processo de lamas ativadas com 
remoção de nutrientes 
E2 
EE2 
80 - 100 
60 - 80 










(Andersen et al., 2003) 













Reactor biológico de membrana 
com remoção se azoto 
E2 
EE2 
80 - 100 
60 - 80 
(Clara et al., 2005) 
Biofiltro granular sequencial em 





(Balest et al., 2008) 
Lagoa facultativa seguida de duas 





















[1] Instalação piloto. 
[2] A diferença de resultados deve-se à diferença de população. A ETAR cuja remoção de EE2 é apenas 
de 30%, trata o efluente de 23 870 habitantes, a ETAR cuja remoção é de 99%, trata o efluente de 3000 
habitantes. A entrada de EE2 é mais elevada na situação de remoção de 30%. 
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Das opções de tratamento biológico apresentadas, as que contemplam a remoção de 
nutrientes, nomeadamente azoto e fósforo, obtêm maior eficiência de remoção dos 
compostos E2 e EE2. A remoção biológica de azoto, envolve reações de nitrificação e 
desnitrificação. Segundo Andersen et al. (2003) e Servos et al. (2005), os estrogénios 
naturais são biologicamente degradados nos processos de desnitrificação e nitrificação, 
aplicados a um sistema de lamas ativadas. Já o composto sintético, EE2, só se 
degradava no tanque de nitrificação. Através de um modelo, Joss et al. (2004), 
descreveu a influência destas reações complexas de redox na eficiência de remoção de 
estrogénios.  
De acordo com a Tabela 4.3 apresentada anteriormente, a eficiência de remoção dos 
compostos em análise, associada ao tratamento secundário, é diferente, dependendo 
de diversos fatores, nomeadamente a variação das concentrações de entrada na 
estação, do tipo de tratamento biológico e das condições operacionais dos mesmos 
nomeadamente a temperatura, tempo de retenção hidráulico e idade de lamas (Ze hua 
Liu et al., 2009). Um aumento do tempo de retenção hidráulico favorece a remoção de 
compostos recalcitrantes existentes na água e uma idade de lamas mais elevada 
permite maior variabilidade de microrganismos (Barbosa et al., 2016). Mediante estes 
aspetos, o tratamento biológico não tem a capacidade de remover na totalidade os 
compostos que se encontram a concentrações na ordem dos µg/L e ng/L (Kasprzyk-
Hordern et al., 2009; Morasch et al., 2010), tornando as ETAR a maior origem destes 
compostos para os meios aquáticos (Moreira et al., 2016).  
De forma a contornar esta problemática e a alcançar melhores eficiências de remoção, 
têm sido investigados diferentes processos para a remoção de micropoluentes (Moreira 
et al., 2016). Na Tabela 4.4, são identificados alguns dos processos de tratamento 
terciário utilizados para a remoção de micropoluentes. 
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Tabela 4.4 Tipos de tratamento terciário para a remoção dos compostos E2 e EE2. 












Filtros de Areia 
E2 
EE2 
0 - 10[1] 




10 - 20[1] 
≈10[1] 


















(Huber et al., 2005) 
Cloração 
E2 100 (Hu et al., 2003) 











E2 98 (Ohko et al., 2002) 
Dióxido de 
Titânio (TiO2) 




80 - 90 
80 - 90 
(Kim et al., 2015; Suri et al., 






(Pereira et al., 2012) 
[1] A diferença existente nos valores de eficiência de remoção deve-se ao número de habitantes que 
cada tipo de tratamento abrange. O filtro de areia com maior eficiência de remoção abrange o tratamento 
de efluente proveniente de 41 043 habitantes, o filtro de areia com menor eficiência abrange o 
tratamento de efluente de 392 743 habitantes. 
Os processos avançados de oxidação (AOPs) permitem a oxidação de compostos 
orgânicos através de reações de primeira ordem com radicais hidroxilo (∙OH) (Glaze et 
al., 1987). Normalmente, são processos que envolvem dois estágios, o primeiro, passa 
pela formação dos radicais hidroxilo e o segundo pela reação destes agentes oxidantes 
com os contaminantes orgânicos. Os AOPs são considerados uma tecnologia de 
remoção de poluentes orgânicos muito competitiva, uma vez que os compostos em 
questão normalmente têm uma elevada estabilidade química e reduzida 
biodegradabilidade, tornando-os mais difíceis de tratar através de técnicas mais 
convencionais (Oller et al., 2011). Contudo, é de notar, que para determinadas 
circunstâncias, os AOPs podem, por outro lado, induzir efeitos negativos, 
nomeadamente, libertar subprodutos ou produtos da transformação, nocivos e reativos 
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com a água ou outros micropoluentes, podendo ter efeitos sinergéticos no ambiente (H. 
sang Kim et al., 2007; Lee & Von Gunten, 2009; Shappell et al., 2008). 
4.8. Reatores de Discos Biológicos e sua aplicabilidade  
A utilização de reatores de discos biológicos para o tratamento de água residual ganhou 
popularidade nos anos 70 (Su et al., 2015), nomeadamente, enquanto tratamento 
secundário ou como tratamento secundário avançado. As vantagens deste tipo de 
sistema são diversas, designadamente, a sua simplicidade e facilidade de operação, 
baixos custos energéticos e de manutenção (Water Environment Federation, 2011), e a 
elevada eficiência de degradação de matéria orgânica (Hassard et al., 2015). Todavia, 
perante picos de caudal afluente, o biofilme que se encontra nos discos pode separar-
se dos mesmos, afetando negativamente o processo (Water Environment Federation, 
2011). Os discos biológicos têm a vantagem de se conseguirem operar para nitrificação 
e desnitrificação, simultaneamente, devido à presença de gradientes no biofilme, que 
promove condições aeróbias, anaeróbias e anóxicas (Dutta et al., 2007; Hiras et al., 
2004; Tawfik et al., 2005). Constitui também uma vantagem deste tipo de processo a 
área diminuta exigida para implantação, tornando-o muito versátil (Su et al., 2015).  
O sistema de discos biológicos é caracterizado por ser um processo de biomassa fixa, 
constituído por um ou mais módulos de discos espaçados entre si, normalmente de 
plástico, poliestireno ou de policloreto de vinilo (PVC), que rodam sobre si mesmos. A 
unidade de discos biológicos encontra-se parcialmente submersa na água residual, 
tipicamente a 40% do disco (Tchobanoglous et al., 2003). O mecanismo de rotação do 
disco, o rotor e o veio metálico onde se encontram os discos, pode atingir velocidades 
de rotação entre 1 e 10 rpm, com o auxílio de um motor. A rotação dos discos permite 
o arejamento da água residual bem como a exposição ao ar dos microrganismos 
presentes na água, promovendo assim, as condições aeróbias ótimas para a fixação, 
criação de um biofilme consistente e, consequentemente a degradação pretendida da 
matéria orgânica (Patwardhan, 2003). 
Os reatores de discos biológicos, podem dispor-se em paralelo ou em série, 
dependendo dos objetivos de qualidade para o efluente final. Geralmente, quando o 
problema é a qualidade do efluente, os discos biológicos funcionam em série, por forma 
a obterem melhores eficiências de remoção. É igualmente possível modificar o processo 
de tratamento dos reatores de discos biológicos, através do aumento da submersão do 
disco para 70-90%. Esta alteração potenciará condições anaeróbias favoráveis aos 




Relativamente à presença de compostos poluentes, tem sido crescente o número de 
evidências que sugerem a capacidade dos discos biológicos para a remoção de 
compostos contaminantes, tais como hidrocarbonetos, metais pesados, xenobióticos e 
produtos de cuidado pessoal, em condições processuais apropriadas (Jeswani & 
Mukherji, 2012; Novotný et al., 2012; Orandi et al., 2012; Simonich et al., 2002). 
Tabela 4.5 Exemplo de compostos orgânicos e inorgânicos removidos através de 
discos biológico. 





Inocularam uma estirpe de 
microrganismos capazes de degradar o 
composto 2-Fluorofenol e demonstrou o 
aumento de eficiência de remoção em 
condições de constante afluência do 
poluente. A afluência variável do 
poluente, afetou a eficiência de 
remoção negativamente, apesar da 
estirpe permanecer no biofilme. 




Estudaram do impacto de picos de 
afluência do ácido 4-Fluorocinâmico 
num reator de discos biológicos. A 
eficiência de remoção deste composto 
aumentou de 8% para 46% com o 
acréscimo da carga superficial de 73 
g/m2.d para 168 g/m2.d, respetivamente. 




Níquel (Ni) e 
Chumbo (Pb) 
Obtiveram eficiências de remoção de 
metais pesados, com a utilização de 
discos biológicos de, 74% para remoção 
de níquel (Ni) e de 85% de remoção 




A simplicidade, adaptabilidade, a reduzida necessidade de manutenção e a área de 
implantação, sugerem que a utilização dos reatores de discos biológicos para 
tratamento de água residual nas respetivas estações, continuará a evoluir nos próximos 
anos (Hassard et al., 2015). 
4.9. Biofilme  
O biofilme é uma estrutura coerente constituída por células microbianas que aderem 
entre si a uma superfície sólida. As células encontram-se envolvidas por uma matriz, 
resultante dos seus próprios produtos de excreção, designada por Substância 
Polimérica Extracelular (EPS), genericamente composta por DNA extracelular, água, 
proteínas e polissacarídeos, permitindo o desenvolvimento de comunidades resilientes 
(Ibrahim et al., 2012). A estrutura do biofilme está intimamente relacionada com o tipo 
de reator em que se desenvolve e com o tipo de microrganismos presentes. No que 
concerne ao tipo de reator, destacam-se as condições hidrodinâmicas e o substrato 
disponível afluente que contacta com o biofilme (Rodrigues, 2009). 
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Figura 4.3 Cinco estágios de desenvolvimento do biofilme. 1 - Adesão inicial; 2 - 
Adesão irreversível; 3 - Maturação I; 4 - Maturação II; 5 - Dispersão. 
(Fonte: Kaplan, Ragunath, Ramasubbu, & Fine, 2003). 
Um aspecto de extrema relevância no desenvolvimento do biofilme é o mecanismo de 
Quorum sensing (QS), que envolve a produção e o envio de sinais químicos pelas 
bactérias estabelecendo assim a comunicação e interação entre as células (Rolim, 
2014). Os microrganismos utilizam este sistema para monitorizar a densidade 
populacional e o metabolismo, ativando a expressão de um gene específico, permitindo 
um desenvolvimento coordenado. Pensa-se que este mecanismo possa estrar 
envolvido em todas as fases de crescimento do biofilme (Feng et al., 2013).  
Como já fora referido anteriormente, o substrato é um parâmetro estrutural no 
crescimento do biofilme. A primeira camada de biofilme que se forma numa determinada 
superfície, têm contacto direto com o meio aquoso, assim como os nutrientes e o 
oxigénio são transportados para o interior da célula através de mecanismos de difusão 
molecular. Contudo, perante o aumento da quantidade de substrato, haverá maior 
crescimento de biofilme. A saturação da superfície de suporte com microrganismos, 
torna a estrutura do biofilme menos porosa, dificultando a entrada de oxigénio e 
nutrientes nas camadas subjacentes. Quando as concentrações de substrato são 
menores, este é rapidamente consumido pelas camadas externas do biofilme, 
proporcionando situações de competição pelo alimento. Esta ausência de substrato 
retardará o crescimento do biofilme, resultando em estruturas altamente porosas 
(Wijeyekoon et al., 2004).  
A atividade microbiológica do biofilme não é proporcional à quantidade de biomassa 
fixa, mas aumenta com a espessura do biofilme até um determinado nível estável, 
considerada como a “espessura ativa”. (Lazarova & Manem, 1995). Quando a difusão 
de nutrientes, vitaminas e oxigénio diminui, criam-se as condições para a existência de 
microrganismos metabolicamente inativos. De notar, que toda a atividade de 
desenvolvimento microbiológico está limitado pelo espaço, levando a situações de 
competição. Esta condição é semelhante à fase estacionária que se desenvolve em 
laboratório. Durante a fase estacionária, os microrganismos alteram a sua fisiologia, 
aumentando a produção de metabolitos. Estes funcionam igualmente como sinais 
químicos, por forma a iniciar o processo de formação de biofilme ou para inibir a 
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formação de biofilme por outros microrganismos que partilham o mesmo habitat, de 
forma a tornar-se uma estrutura mais estável (Vlamakis et al., 2010). 
No que se refere a tratamento de água residual, a espessura do biofilme é crucial para 
a purificação da massa de água. Como o oxigénio só é absorvido até uma determinada 
profundidade do biofilme, as camadas interiores (aquelas que dizem respeito ao interior 
do biofilme e não à proximidade ao meio de suporte) entram em estados de anoxia e 
anaerobiose, promovendo o desenvolvimento de bactérias anaeróbias. Nas camadas 
exteriores, a espessura ativa, o biofilme é complexo, contendo protozoários, 
metazoários, filamentosas e alguns vertebrados (Lazarova & Manem, 1995). Estes 
microrganismos heterotróficos desempenham uma função fundamental no tratamento 
de água residual, a degradação de matéria orgânica. Considera-se que apenas a 
camada superficial dos biofilmes é eficiente em processos oxidativos, e por consequente 
para a água residual ser tratada só seria necessária uma camada superficial de biofilme 
(Feng et al., 2013).  
São inúmeros os benefícios que uma comunidade bacteriana obtém através da 
formação de biofilmes. Estes conferem resistência a agentes antimicrobianos e proteção 
de agentes hostis. Uma possível explicação para o aumento da resistência dos biofilmes 
perante stress ambiental, é a presença e aumento de células persistentes no biofilme. 
Apesar de serem geneticamente idênticas à restante população, as células persistentes 
são resistentes a diversos antibióticos e não se multiplicam. Este tipo de células tem 
sido proposta como possível proteção contra a ação de antibióticos, uma vez que possui 
um sistema toxina-antitoxina, bloqueando-os (Lewis, 2005).  
Um biofilme estável e com uma espessura fina, poderá oferecer diversas vantagens no 
tratamento de água residual (Lazarova & Manem, 1995), nomeadamente na remoção 
de micropoluentes como aqueles que foram estudados.  
4.10. Métodos e técnicas de quantificação de compostos disruptores endócrinos  
 Extração Sortiva em Barra de Agitação (SBSE) 
A preparação da amostra é uma das principais etapas para o processamento analítico 
e torna-se mais importante quanto maior for a complexidade da amostra e quanto menor 
forem as concentrações a serem detetadas (Sánchez et al., 2014). Esta etapa envolve 
procedimentos de limpeza e de pré-concentração da amostra, de forma a melhorar a 
sensibilidade, a especificidade e a seletividade dos métodos analíticos adotados. 
Atualmente, as tendências na área da química analítica, é a minimização das diversas 
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etapas na preparação de amostra, de forma a reduzir os reagentes e resíduos tóxicos 
associados ao processo (Gałuszka et al., 2013; Spietelun et al., 2013). 
Na última década, as técnicas mais comuns de preparação de amostra baseiam-se no 
método de extração, designadamente, a micro-extração em fase sólida (SPME), a 
extração em fase sólida (SPE), a micro-extração líquido-líquido (MLLE), a extração 
líquido-líquido dispersiva (DLLE) e a extração sortiva em barra de agitação (SBSE). 
Estas técnicas são populares pela reduzida produção de resíduos tóxicos e pela sua 
ampla aplicabilidade para diversas famílias de compostos em diferentes áreas de 
análise. A técnica SBSE foi introduzida por Baltussen et al (1999) que propôs uma nova 
aplicação utilizando um polímero, polidimetilsiloxano (PDMS),como material sorvente na 
fase de extração. Este material envolve um tubo selado onde se encontra a barra 
magnética que permite a agitação (Sánchez et al., 2014). Este polímero apresenta 
propriedades apolares que promovem a interação com compostos hidrofóbicos, 
nomeadamente os compostos disruptores endócrinos, não sendo tão eficiente na 
extração de grupos de compostos polares (Kow < 3) (Hoeck, 2009; Nogueira, 2012). 
A metodologia SBSE é aplicada, introduzindo diretamente na amostra líquida a barra de 
agitação. Enquanto a barra estiver em agitação, irá adsorver os compostos orgânicos 
que se pretendem extrair da solução. Após este processo, a barra é removida da 
amostra, limpa com água desmineralizada e seca. Depois do procedimento de sorção, 
os compostos têm de ser removidos da barra, para tal esta é introduzida num vial com 
um reagente que promova a dessorção dos compostos a analisar. Posteriormente a 
amostra é introduzida para quantificação num equipamento de cromatografia líquida ou 




Figura 4.4 Representação esquemática da SBSE (em cima), do modo de extração (em 
baixo, à esquerda) e do modo de dessorção (em baixo, à direita) usados na 
técnica SBSE. 1 - Frasco de amostragem; 2 - Vortex; 3 - Amostra; 4 - Barra 
de agitação SBSE; 5 - Vial; 6 - Solvente para dessorção. Fonte: (Nogueira, 
2012). 
A capacidade de sorção do PDMS que envolve as barras SBSE varia tipicamente entre 
24 a 126 µL, sendo substancialmente mais elevada que a capacidade máxima da 
técnica SPME, cujo volume máximo é de 0,5 µL. Consequentemente, a técnica SBSE 
permite o aumento entre 50 a 250 vezes da sensibilidade do método, o que permite a 
diminuição dos limites de deteção (Almeida & Nogueira, 2006). 
Esta técnica prima como sendo uma abordagem pouco dispendiosa, comparativamente 
com outras alternativas, reutilizável, de fácil implementação, exigindo menor volume de 
amostra e muito promissora na monitorização de compostos emergentes em diversas 
áreas científicas (Nogueira, 2012). 
 Cromatografia líquida de alta performance com detetor de fotodíodos  
Na última década, têm sido propostas diversas técnicas analíticas para monitorizar a 
presença de compostos estrogénicos na água, nomeadamente através de ensaios 
biológicos ou por técnicas cromatográficas (Alda & Barceló, 2001; Ingrand et al., 2003; 
Kurecková et al., 2002; Quintana et al., 2004; Tienpont et al., 2002). Contudo, as últimas 
são o sistema analítico preferencial, uma vez que permitem identificar analitos 
individuais de interesse (Almeida & Nogueira, 2006).   
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As ferramentas de análise cromatográfica comumente utilizadas para deteção de 
estrogénios e grande parte dos compostos disruptores endócrinos em água, são a 
cromatografia líquida (LC) e a cromatografia gasosa (GC) seguidas por um detetor de 
massa (MS) ou por dois MS em série (Briciu et al., 2009; Görög, 2011; Hamid & 
Eskicioglu, 2012; Kozlowska-Tylingo et al., 2016). Contudo, este tipo de instrumentação 
é sofisticada e geralmente requere maior investimento de capital e de formação, para a 
sua utilização. A complexidade de algumas matrizes reais, dificulta igualmente a 
utilização deste equipamento, uma vez que o processo de preparação de amostra se 
torna mais difícil de concretizar, com o risco de perda de analitos devido aos extensos 
processos de extração e das diversas etapas de lavagem (Hamid & Eskicioglu, 2012).  
Como alternativa viável, surge a cromatografia líquida de alta performance (HPLC) 
seguida de um detetor de fotodíodos (diode array). A utilização deste equipamento 
analítico é amplamente aceite como, uma técnica vantajosa para a monitorização de 
hormonas esteroides, uma vez que se trata de uma opção mais robusta e versátil, sem 
a necessidade de etapas de derivação na preparação da amostra (Huang et al., 2008). 
No HPLC os compostos, que se encontram em fase líquida, são separados, geralmente, 
em condições de fase reversa (Rangel, 2010). Para tal, são utilizadas colunas 
cromatográficas, constituídas por materiais apolares e percorridas por uma fase móvel 
líquida, relativamente polar, normalmente contendo água. Após a separação, 
dissociação dos analitos na coluna, estes podem ser detetados através da alteração no 
índice de refração, por absorção no UV/visível, usando o detetor de fotodíodos ou um 
comprimento de onda adequado para os compostos em análise (Soeiro, 2009). De notar 
que os compostos em estudo E2 e EE2 se caracterizam pela sua baixa polaridade, o 
que permite que estes sejam removidos da coluna na passagem dos eluentes 




Figura 4.5 À esquerda, o HPLC (1) juntamente com o detetor de fotodíodos (2) e os 
respetivos eluentes (3). À direita, a coluna cromatográfica utilizada. Fonte: 
(Fotografias da autora).  
Por forma a alcançar limites de deteção menores, a preparação da amostra, a montante, 
deverá basear-se em métodos de extração, tais como, SBSE, extração em fase sólida 
(SPE), ou micro-extração em fase sólida (SPME) (Huang et al., 2008). Almeida e 
Nogueira (2006), usaram o método de extração através de SBSE seguido pelo método 
analítico de cromatografia líquida de alta performance com deteção através de um 
detetor de fotodíodos, por forma a verificar a presença de diversas hormonas esteroides 
em água e em matrizes de urina. Os resultados foram aceitáveis, mas salientaram o 
demoroso tempo de extração associado ao procedimento. Pérez e Escandar (2014) 
utilizaram igualmente a cromatografia líquida seguida de um detetor de fotodíodos 
juntamente com uma metodologia quimiométrica de resolução multivariada de curvas 
de mínimos quadrados alternantes (MCR-ALS), permitindo limites de deteção entre 3 a 




5. Plano Experimental  
 
Para dar cumprimento aos objetivos preconizados pelo presente trabalho, foi definido 
um Plano Experimental onde se resumem os procedimentos dos ensaios realizados.  





































Por forma a avaliar a eficiência de remoção dos compostos E2 e EE2, com o recurso a 
uma instalação piloto de discos biológicos, foram realizados 2 ensaios, com uma 
duração total de 6 semanas.  
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Tabela 5.2 Plano experimental detalhado. 
Etapa Fase Objetivo 
Ensaios 
Preliminares  
Otimização do método 
 Preparações de padrões com a utilização de 
SBSE, numa amostra de 250 mL de água 
desmineralizada e com concentrações de 
200,100, 50 e 25 µg/L de E2 e EE2 em 
triplicado. 
 Avaliação da retenção dos compostos nas 
etapas de filtração. 
 Preparações de padrões com a utilização de 
SBSE, numa amostra de 250 ml de Metanol 
e com concentrações de 200,100 e 50 µg/L 
de E2 e EE2, em triplicado. 
 Preparações de padrões sem a utilização de 
SBSE, através da injeção direta dos 
compostos a concentrações de 200, 500, 
1000 e 2000 µg/L, em triplicado. 
 Avaliação da fotodegradação dos compostos 
E2 e EE2. 
Ensaio 1 
1.1 Crescimento do 
biofilme 
Avaliação do crescimento do biofilme para uma 
concentração de 125 mg O2/L. 
1.2 Estudo da remoção 
dos fármacos E2 e 
EE2 
Avaliação da eficiência de remoção dos 
compostos E2 e EE2 através do método de 
extração SBSE. 
Ensaio 2 
2.1 Crescimento do 
biofilme 
Avaliação do crescimento do biofilme para uma 
concentração de 125 mg O2/L. 
2.2 Estudo da remoção 
dos fármacos E2 e 
EE2 
Avaliação da eficiência de remoção dos 
compostos E2 e EE2 através do método de 
extração SBSE. 
 
As 6 semanas de ensaio, foram dedicadas não só ao objetivo principal, mas também à 
elaboração de testes por forma a aperfeiçoar o procedimento analítico. Parâmetros 
como a Carência Química de Oxigénio (CQO), os Sólidos Suspensos Totais (SST), os 
Sólidos Suspensos Voláteis (SSV) e os Sólidos Suspensos Não Voláteis (SSNV) foram 
controlados ao longo dos dois ensaios. Na Figura 5.1. mostra-se o cronograma geral 
dos ensaios.  
 
Figura 5.1 Cronograma dos ensaios. 
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6. Materiais e Métodos 
 
6.1. Instalação Piloto 
O diagrama apresentado na Figura 6.1 representa toda a instalação piloto para a 
remoção dos compostos 17β-Estradiol e 17α-Etinilestradiol, constituída por um reator 
de discos biológicos. A instalação incluiu os seguintes equipamentos:  
a) Sistema de alimentação de substrato e de recolha de efluente, com o seguinte 
equipamento: 
 Um reservatório de armazenamento da solução de alimentação com 
capacidade de 25 litros, instalado num frigorífico, marca “Sharp”, (Japão); 
 Uma bomba peristáltica de débito variável, marca Watson Marlow 
 Um reservatório para recolha de descarga da instalação com capacidade 
de 25 litros. 
b) Reatores de discos biológicos  
 Funcionamento dos discos através de motor-redutor, marca “Oriental 
Motor” (Japão) 5IK60GS – CFE. 
Tabela 6.1 Dimensões e características de operação de toda a instalação piloto. 
Número de reatores 1 
Volume unitário (mL) 900 
Número de discos / reator (Teflon) 4 
Diâmetro dos discos (cm) 12 
Velocidade de rotação dos discos (rpm) 10 
Caudal da Bomba (L/h) 0,5  
Modo de funcionamento dos reatores contínuo 
 
De notar que, apesar do caudal da bomba corresponder a 12 L/dia, para a preparação 
da alimentação consideraram-se 14 L/ dia, de forma a que os discos biológicos nunca 




Figura 6.1 Diagrama da instalação piloto (Fonte: Rodrigues, 2009). 
 
 
Figura 6.2 Instalação Piloto. 1 - Reator de Discos Biológicos, 2 - Reservatório da 
solução de alimentação, 3 - Reservatório de descarga, 4 - Bomba 




6.2. Material utilizado  
Compostos 
 17β-Estradiol: marca, Alfa Aesar, com a referência L03801, com 99% de 
pureza. Consultar a ficha técnica no Anexo I, para mais detalhes sobre o 
composto; 
 17α-Etinilestradiol: marca, Sigma Aldrich, com a referência E4876-1G, com ≥ 
98% de pureza. Consultar a ficha técnica no Anexo II, para mais detalhes sobre 
o composto. 
Barras SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction) 
 Marca Gerstel Twister, tipo GC 011555-001-00, espessura do filme de 1 mm e 
comprimento da barra de 20 mm;  
Sistema de HPLC 
 Cromatógrafo, marca Waters Alliance, modelo 2690 de bomba quaternária;  
 Detetor photodiode array, marca Waters, modelo 996;  
 Pré-coluna C18, marca Phenomenex, KJ0-4282;  
 Coluna Luna 5 µm C18 (2) 100 Å, referência (OOF-4252-YO), tamanho LC 
Column 150 x 3 mm; 
 Software MassLynx V4.0.  
Reagentes 
 Acetonitrilo (CH3CN), marca Carlo Erba–Heagenis, MW(g/mol) 41,05; CAS n.º 75-
05-8;  
 Metanol (CH3OH), marca Carlo Erba-Heagenis, MW(g/mol) 32; CAS n.º 67-56-1; 
 Ácido Fórmico (HCOOH) 98% PA-ACS, marca Panreac, MW(g/mol) 46,03; CAS 
n.º 64-18-6; 
 Dimetilsulfóxido, DMSO (CH3SOCH3), marca Carlo Erba–Heagenis, MW(g/mol) 
78,13, CAS n.º 67-68-5. 
Sistema de filtração a vácuo 
 Bomba de vácuo, marca Millipore Waters, tipo DOA-V130-BN, com uma pressão 
de 1200 bar;  
 Filtros de microfibra de vidro, marca Filter-Lab, porosidade 1,2 μm, diâmetro 47 
mm, referência MFV3;  
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 Filtros de papel, marca Macherey-Nagel, porosidade 0,4 μm, diâmetro 45 mm, 
referência MN GF-5;  
 Filtros marca Millipore Waters, porosidade 0,22 µm, diâmetro 47 mm, tipo GV. 
Balanças 
 Kern 470-36, Max 2000 g, Min 0,5 g, d=0,01 g, e=0,1 g; 
 Mettler Toledo AG 204, Max 210 g, d=0,1 mg. 
Equipamento para medição de pH 
 Potenciómetro, marca WTW series InoLab, modelo pH/ON 735.  
Outros 
 Acrodisc LC 13 - PVDF, marca Gelman, porosidade de 0,2 µm;  
 Três agitadores magnéticos, marca J.P. Selecta, tipo Agitamatic-N;  
 Sistema de fluxo de azoto alimentado por uma garrafa marca Alphagaz, modelo 
AL 12530, pressão a 15ºC: 200 bar ± 5%; 
 Equipamento de ultrassons, marca Julabo, tipo USR 3/2; frequência 35 kHz; 
 Sistema de aquecimento em banho de água, marca SBS; 
 Vortex, marca Fisher Bioblock Scientific, modelo Top-Mix 11118; 
 Micropipeta, marca Autoclavable, modelo BioPette Plus; (20-200 µL). 
6.3. Biofilme  
O crescimento do biofilme foi garantido através da adição de uma solução de 
alimentação sintética, com o objetivo de simular as características do efluente tratado 
de uma ETAR. O objetivo foi o desenvolvimento do biofilme até ao estado próximo do 
estacionário, garantindo uma estrutura estável. Após atingir o crescimento pretendido, 
adicionou-se a solução com a mistura dos dois compostos juntamente com a solução 
de alimentação.  
Efluente Doméstico Simulado 
A composição do efluente doméstico simulado adotada, baseou-se numa solução para 
uma CQO de 8000 mg O2/L, apresentada na Tabela 6.2 (Domingos, 1999). 
Segundo o Decreto-Lei n.º 152/97 de 19 de junho, é definido como requisito para 
descargas das estações de tratamento de águas residuais urbanas um valor de carência 
química de oxigénio (CQO) de 125 mg/L de O2 (Ministério do Ambiente, 1997). Assim, 
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de forma a simular um efluente proveniente do tratamento terciário, foi preparada uma 
solução que correspondesse ao valor de CQO legislado.   
A solução foi preparada num balão de 1000 mL com água desmineralizada, por forma 
a permitir tomas diárias de 125 mL (correspondendo a 125 mg O2/L), para uma duração 
de 8 dias. Assim, a concentração do balão da solução mãe de alimentação é de 14000 
mg/L. A conservação da alimentação foi garantida através de refrigeração.  
Tabela 6.2 Composição do efluente doméstico simulado. 
Compostos Unidade 
Para CQO 8000 
mg O2. /L 
Para CQO 125 




Peptona 1,0 1,75 
Extrato de levedura 0,5 0,875 
KH2PO4 0,8 1,4 
(NH4)2SO4 1,5 2,625 
MgSO4.7 H2O 0,200 0,35 
CaCl2. 2 H2O 0,020 0,035 
FeCl3. 6 H2O 0,001 0,00175 
MnSO4. 5 H2O 0,010 0,0175 
Na Figura 6.3 é apresentado, esquematicamente, os procedimentos inerentes à 
preparação da alimentação diária dos reatores de discos biológicos. 
Figura 6.3 Esquema dos procedimentos para a preparação da alimentação diária. 
Fonte: (Fernandes, 2016; Vicente, 2016). 
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Figura 6.4 Solução de alimentação (Fonte: Fotografia da autora). 
Solução de 17β-Estradiol e 17α-Etinilestradiol  
Para a preparação da solução mista de 17β-Estradiol (C18H24O2) e 17α-Etinilestradiol 
(C20H24O2), utilizou-se um balão de 10 mL, solubilizando em Metanol 14 mg de 17β-
Estradiol e 14 mg de 17α-Etinilestradiol. A concentração do balão da solução mãe dos 
fármacos foi de 1400 mg/L e as tomas foram de 1 mL/dia a diluir em 14 L/dia. A 
conservação da solução foi garantida através de refrigeração a 4º C, contudo antes da 
utilização foi necessário garantir que a solução fica à temperatura ambiente.  
Contribuição do Metanol para a Carência Química de Oxigénio 
De forma a garantir que a solução de alimentação juntamente com a solução mista de 
E2 e EE2 cumpre com o limite de CQO preconizado (125 mg O2/L) foi necessário 
calcular o contributo para a CQO de cada uma das substâncias 
Os cálculos para a elaboração do procedimento adotado para a preparação da solução 
de alimentação que simula um efluente doméstico, permitem que a toma diária 
corresponda às necessidades de CQO. A toma diária de 125 mL da solução 
corresponde a 125 mg O2/L.  
Contudo, a solução mista dos compostos, preparada com Metanol, exigiu outras 
considerações. Tendo em conta que a preparação foi feita num balão de 10 mL e que a 
densidade do metanol é de 0,8 kg/L, o peso de metanol na solução é de 8 g.  
Através de uma relação estequiométrica adotada do Anaerobic Sewage Treatment 
(Haandel & Lettinga, 1994), apresentada na Tabela 6.3, foi possível quantificar a 
quantidade de CQO introduzida na solução pelos diferentes compostos que a 




8×(4𝑥 + 𝑦 − 2𝑧)
(12𝑥 + 𝑦 + 16𝑧)
 
Tabela 6.3 Contribuição de cada composto para a CQO.  
Composto  x y z mg CQO/mg CxHyOz 
17β-Estradiol (C18H24O2) 18 24 2 2,7 
17α-Etinilestradiol (C20H24O2) 20 24 2 2,7 
Metanol (CH3OH) 1 4 1 1,5 
A informação que a Tabela 6.4 permite quantificar a concentração da CQO no balão da 
preparação da solução mista. Considerando que se retirou 1 mL desta solução para 
alimentação dos reatores, concluiu-se que a contribuição para a CQO desta toma diária 
foi de 86 mgO2/L. Assim, para que no somatório de contribuição das duas soluções o 
resultado fosse aproximadamente 125 mgO2/L, à toma de 1 mL da solução mista dos 
compostos adicionaram-se 40 mL da solução de efluente simulado.  
Tabela 6.4 Cálculos para estimar a contribuição em CQO da toma diária da 






mg CQO/ mg 
de composto 
Concentração do 









14 2,7 37,8 
Metanol (CH3OH) 8000 1,5 12000 
Total - - 12075,6 
 
6.4. Método laboratorial adotado  
O método adotado para o estudo da remoção dos compostos E2 e EE2 foi a extração 
sortiva em barra de agitação (SBSE), otimizado e definido por Vicente (2016) e 
Fernandes (2016). O método analítico utilizado foi a cromatografia líquida de alta 






1. Recolha de 250 mL de amostra para um Erlenmeyer; 
2. Filtração da amostra: 
i. Filtro de 1,2 µm; 
ii. Filtro de 0,22 µm; 
3. Adição de 25 g de NaCl aos 250 ml de amostra (proporção 100 g/L);  
4. Mergulhar a barra SBSE na amostra preparada;  
5. Envolver o Erlenmeyer com amostra em plástico preto;  
i. Extração: 
a) Duração da agitação: 3 h; 
b) Velocidade de rotação: 900 rpm; 
ii.  Dessorção: 
a) Extração barra SBSE para 3 mL de CH3CN; 
b) Duração da agitação: 30 min;  
 Velocidade de rotação: 300 rpm; 
c) Aquecimento em banho de água:  
 Duração: 10 min;  
 Temperatura do banho: 60 °C 
d) Amostra sujeita a ultrassons;  
 Duração: 5 min; 
6. Remoção da barra SBSE da solução sonicada  
i.  Lavagem e condicionamento da barra SBSE: 
a)  Solvente: 3 mL de DMSO;  
 Duração da lavagem: 1 h;  
 Velocidade de rotação: 100 rpm; 
b) Solvente: 3 mL CH3CN; 
 Duração da lavagem: aproximadamente 12 h; 
 Velocidade de rotação: 100 rpm; 
7. Filtração da amostra através de acrodiscs de 0,2 µm; 
8. Concentração até à secura da solução sonicada sob fluxo de azoto; 
9. Retoma em 0,2 mL de CH3OH;  
10. Injeção em HPLC-DAD: 
i. Modo de operação isocrático: 
a) Fluxo: 0,5 mL/min; 
b) Eluentes: 
 50% de Acetonitrilo (0,25 mL/min) 
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 50% de água ultra pura com ácido fórmico (0,25 mL/min): 
o 99% de água ultra pura Milli-Q; 
o 0,1% Ácido fórmico.  
c) Volume de amostra injetado: 20 µL; 
d) Tempo de corrida: 10 min. 
Procedimento 2 
1. Recolha de 250 mL de amostra para um Erlenmeyer; 
2. Filtração da amostra: 
i. Filtro de 0,4 µm; 
3. Adição de 25 g de NaCl aos 250 mL de amostra (proporção 100 g/L);  
4. Mergulhar a barra SBSE na amostra preparada;  
5. Envolver o Erlenmeyer com amostra em plástico preto;  
i. Extração: 
a) Duração da agitação: 3 h; 
b) Velocidade de rotação: 900 rpm; 
ii.  Dessorção: 
a) Extração barra SBSE para 3 mL de CH3CN; 
b) Duração da agitação: 30 min;  
 Velocidade de rotação: 300 rpm; 
c) Aquecimento em banho de água:  
 Duração: 10 min;  
 Temperatura do banho: 60 °C 
d) Amostra sujeita a ultrassons;  
 Duração: 5 min 
6. Remoção da barra SBSE da solução sonicada  
i.  Lavagem e condicionamento da barra SBSE: 
a)  Solvente: 3 mL de DMSO;  
 Duração da lavagem: 1 h;  
 Velocidade de rotação: 100 rpm; 
b) Solvente: 3 mL CH3CN; 
 Duração da lavagem: aproximadamente 12 h; 
 Velocidade de rotação: 100 rpm; 
7. Concentração até à secura da solução sonicada sob fluxo de azoto; 
8. Retoma em 0,2 mL de CH3OH;  
9. Injeção em HPLC-DAD: 
i. Modo de operação isocrático: 
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a) Fluxo: 0,5 mL/min; 
b) Eluentes: 
 50% de Acetonitrilo (0,25 mL/min) 
 50% de água ultrapura com ácido fórmico (0,25 mL/min): 
o 99% de água ultrapura Milli-Q; 
o 0,1% Ácido Fórmico.  
c) Volume de amostra injetado: 20 µL; 
d) Tempo de corrida: 10 min. 
 
6.5. Parâmetros de Controlo  
De forma a garantir o estado próximo do estacionário do biofilme no reator, realizaram-
se diariamente ensaios laboratoriais para determinar a CQO dos reatores e os SST, os 
SSV e os SSNV. 
6.5.1. Determinação da Carência Química de Oxigénio (CQO) 
A determinação da CQO realizada na fração solúvel das amostras, foi efetuada pelo 
método de refluxo aberto (International Organization for Standardization, 1989; Sawyer 
& McCarty, 1978). 
A fração solúvel das amostras foi obtida, através de uma filtração rápida, utilizando-se 
filtros de papel, marca Macherey-Nagel, referência MNGF-5, com 45 mm de diâmetro e 
uma porosidade de 0,4 µm. 
A amostra foi preparada em tubos de digestão fechados, e mantida em refluxo a 
aproximadamente 150ºC, durante duas horas, numa mistura contendo: 
 10 mL de amostra; 
 5 mL de dicromato de potássio; 
 15 mL de ácido sulfúrico com sulfato de prata. 
Para a digestão utilizou-se um aparelho de marca “G. Vittadini Recod/6”. Após a 
digestão, procedeu-se à determinação da concentração da solução de sulfato de ferro 
(II) e amónio (c) através da titulação de uma solução contendo: 
 10 mL de dicromato de potássio; 
 100 mL de ácido sulfúrico (4 mol/L)  
 3 gotas de ferroína (indicador) 
O ponto de viragem foi determinado pela observação da mudança de cor na amostra, 
passando de cinzento-azulado para castanho-avermelhado. 
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 V corresponde ao volume (mL) da solução de sulfato de ferro (II) e amónio 
consumido na titulação. 
Em simultâneo, realizaram-se ensaios de branco, utilizando o mesmo modo operatório, 
substituindo o volume destinado à amostra por água destilada. 









 c corresponde á concentração de solução de sulfato de ferro (II) e amónio 
calculada; 
 V1, o volume (mL) da solução de sulfato de ferro (II) e amónio consumido no 
ensaio em branco; 
 V2, o volume (mL) da solução de sulfato de ferro (II) e amónio consumido no 
ensaio com a amostra; 
 V0, o volume (mL) da toma da amostra para o ensaio antes da diluição.  
6.5.2. Sólidos Suspensos Totais (SST), Sólidos Suspensos Voláteis (SSV) e Sólidos 
Suspensos não Voláteis (SSNV) 
A técnica utilizada para a determinação dos SST, SSV e SSNV foi retirada do Standard 
Methods for the Examination of Water and Wastewater (American Water Works 
Association, 1992) e do Chemistry for Environmental Engineering (Sawyer & McCarty, 
1978). 
Para determinar os SST, recorre-se à filtração da amostra para uma cápsula de 
cerâmica com um filtro de microfibra de vidro da marca Filter-Lab, tipo MFV3, com 47 
mm de diâmetro e uma porosidade de 1,2 µm. Para tal é necessário: 
 50 mL de amostra; 
 Sistema de filtração a vácuo.  
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Posteriormente procedeu-se à secagem do filtro com recurso a uma estufa a 103ºC – 
105ºC, durante uma a duas horas. O aumento de peso no filtro corresponde aos SST 
presentes no volume de amostra filtrada. Assim, os sólidos suspensos totais foram 






 B é o peso da cápsula de porcelana com um filtro de microfibra de vidro após 
sair da estufa (g); 
 A é peso da cápsula de porcelana com o filtro de microfibra de vidro (g). 
De seguida, a cápsula é introduzida na mufla, e sujeita a uma temperatura de 550ºC, 






Onde C é o peso (g) da cápsula de porcelana após sair da mufla.  





6.5.3.  pH 
O pH foi medido através do equipamento dedicado para o efeito, potenciómetro, uma 
vez por ensaio. 
6.6. Ensaios preliminares  
No que respeita á otimização dos procedimentos para o estudo da remoção dos 
compostos, os testes, designadamente, a adsorção do E2 e EE2 aos materiais da 
instalação piloto, o teste do volume de amostra (mL) a diferentes concentrações de 
entrada (µg/L), a quantidade de cloreto de sódio adicionado, a duração de agitação para 
adsorção (horas) e respetiva velocidade de rotação (rpm), o processo de dessorção, o 
volume de retoma de amostra (mL) e o processo de lavagem e condicionamento da 
barra não foram concretizados na presente dissertação uma vez que foram concebidos 




 Fotodegradação dos compostos E2 e EE2 
Este ensaio teve como objetivo testar o potencial de fotodegradação dos compostos em 
solução mista. Para tal, prepararam-se dois balões de 20 mL com a uma concentração 
de 500 µg/L em metanol. Um dos balões foi guardado num local completamente isento 
de luz, e o outro balão foi colocado num local com iluminação natural, como é 
apresentado na Figura 6.5. O ensaio teve a duração de 5 dias. 
 
Figura 6.5 Procedimento experimental para a preparação do ensaio de 
fotodegradação. 
 Testes de adsorção dos compostos E2 e EE2 nas etapas de filtração sem o recurso 
ao método de extração SBSE 
 
1. Teste de filtração a diferentes tipos de água com uma concentração de E2 e 
EE2 de 200 µg/L. 
O objetivo deste teste foi avaliar se, para diferentes matrizes, os compostos estariam a 
adsorver aos filtros utilizados no procedimento experimental. Uma vez que ambos os 
compostos têm coeficientes octanol/água elevados, a sua adsorção aos filtros poderia 
ocorrer, alterando as concentrações presentes e consequentemente as leituras dos 
cromatogramas. A Figura 6.6 apresenta de forma sumária a preparação das diferentes 
amostras para teste.  
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Figura 6.6 Esquema da preparação das amostras para teste. 
Após a preparação dos diferentes balões de 100 mL, estes foram filtrados com um filtro 
de 0,4 µm. Dos filtrados de cada balão, 200 µL passaram no acrodisc e posteriormente 
injetados no insert para o HPLC, os outros 200 µL foram diretamente para os inserts do 
HPLC.  
2. Teste de filtração com um padrão direto de 200 µL 
A preparação deste teste decorreu como já exemplificado na Figura 6.7. Após a 
preparação da amostra retiraram-se 200 µL que passaram no acrodisc para 
posteriormente serem injetados no insert para o HPLC e retiraram-se outros 200 µL que 




Figura 6.7 Procedimento experimental para o teste de filtração direto. 
 Curva de calibração em metanol com recurso ao método de extracção SBSE  
Uma vez que ambos os compostos são solúveis em meios alcoólicos, o objetivo deste 
teste foi perceber se numa matriz de metanol, que facilita a dissolução dos compostos, 
qual seria a capacidade da barra de extração de concentrar os compostos. O 
procedimento de preparação dos padrões é apresentado na Figura 6.8 e o procedimento 
experimental adotado é o descrito no ponto 6.4, procedimento 2. De notar que, na etapa 
de preparação da amostra de 250 mL, não se adicionou cloreto de sódio, uma vez que 
este não se dissolve em metanol. Os padrões foram preparados em triplicado.  
 
Figura 6.8 Procedimento experimental para preparação da curva de calibração 





 Curva de calibração sem recurso ao método de extração SBSE 
O presente teste teve como objetivo elaborar uma curva de calibração com padrões em 
metanol diretos, sem a utilização das SBSE, com concentrações de 200, 500, 1000 e 
2000 µg/L. A Figura 6.9 apresenta o esquema do procedimento de preparação dos 
padrões. Posteriormente à preparação, retiraram-se 200 µL de cada balão para injeção 
nos inserts, para leitura no HPLC. Os padrões foram preparados em duplicado.  
 
Figura 6.9 Esquema do procedimento experimental para a preparação dos 
padrões diretos dos compostos E2 e EE2. 
6.7. Curva de Calibração para quantificação das amostras 
Os padrões mistos com os compostos E2 e EE2, foram preparados em triplicado, para 
concentrações de 25 µg/L 50 µg/L 100 µg/L e 200 µg/L, como é exemplificado na Figura 
6.10.  
 
Figura 6.10 Exemplificação da preparação do padrão 25 µg/L. 
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Para efeitos de quantificação dos cromatogramas resultantes, foi considerado o 
comprimento de onda de 281 nm, nos tempos de retenção 4,4 min e 5,5 min para os 
compostos E2 e EE2, respetivamente.  
6.8. Limite de Deteção e Limite de Quantificação com a coluna Luna 5µm C18 
(2) 100 Å (OOF-4252-YO) 
Para determinar o limite de deteção (LOD) e o limite de quantificação (LOQ) recorreu-
se ao método de determinação através de brancos, adaptado de Shrivastava e Gupta 
(2011). Assim os valores de LOD e LOQ para cada um dos compostos foram 
determinados de acordo com as seguintes expressões: 
𝐿𝑂𝐷 (𝜇𝑔/𝐿) = 𝑋𝑏1 + (3×𝑆𝑏1) 
𝐿𝑂𝑄 (𝜇𝑔/𝐿) = 𝑋𝑏1 + (10×𝑆𝑏1) 
Onde: 
 Xb1 é a média das concentrações (µg/L) dos brancos obtidas nos tempos de 
retenção de cada composto; 
 Sb1 é o desvio padrão das concentrações de todos os brancos.  
6.9. Método de quantificação dos compostos E2 e EE2  
Após concluir todo o procedimento experimental de extração, a determinação dos 
compostos E2 e EE2 fez-se de acordo com a seguinte ordem: 
1. Análise do cromatograma no comprimento de onda 281 nm; 
2. Identificação do pico dos diferentes compostos através do respetivo tempo de 
retenção e espetro; 
3. Quantificação das áreas dos respetivos picos; 
4. Determinação da concentração dos compostos E2 e EE2 através das equações 
da reta obtidas pelas curvas de calibração descritas no ponto 6.7; 
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝐸2 (𝜇𝑔/𝐿) =
Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑃𝑖𝑐𝑜 + 35,225
2,0135
 
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝐸𝐸2 (𝜇𝑔/𝐿) =





7. Resultados  
7.1. Parâmetros de controlo 
Ensaio 1 
 CQO 
Na Tabela 7.1 mostram-se valores diários da CQO determinados à saída do reator. 
Apenas se fez uma determinação de CQO da alimentação de forma a confirmar o valor 
que se pretendia introduzir, aproximadamente 125 mg O2/L. 
Tabela 7.1 Valores de CQO na fase de crescimento do biofilme do Ensaio 1. 
Fase Data 
CQO médio à saída do reator 
(mg O2/L) 









Figura 7.1 Fase de crescimento de biofilme do Ensaio 1. A fotografia do canto superior 
esquerdo representa uma fase mais inicial, e a imagem do canto inferior 
direito a fase final do crescimento antes da adição dos compostos a testar. 
Fonte: (Fotografias da autora). 
Para controlo do crescimento do biofilme alimentado com uma solução contendo: 40 
mgO2/L de solução de alimentação sintética e 86 mg O2/L de solução em metanol com 
E2 e EE2, fizeram-se medições diárias do CQO.  
Tabela 7.2 Valores de CQO para controlo durante a remoção dos compostos E2 e EE2.  
Fase Dia Data 
CQO médio à 
saída do reator 
(mg O2/L) 
Eficiência de 
remoção de CQO 
(%) 
Remoção dos 
compostos E2 e 
EE2 
0 01-Jul   
 
1 02-Jul 50,8 59,4 
2 03-Jul 23,0 81,6 
3 04-Jul 18,2 85,4 
4 05-Jul 31,8 74,5 
5 06-Jul 50,3 59,8 
6 07-Jul 9,1 92,7 
7 08-Jul 18,0 85,6 




Figura 7.2 Eficiência de remoção da CQO na fase de remoção dos compostos E2 e 
EE2 do Ensaio 1. 
A Figura 7.3 demonstra o desenvolvimento do biofilme ao longo da fase de remoção dos 
compostos E2 e EE2. 
 
Figura 7.3 Fase de remoção dos compostos E2 e EE2 do Ensaio 1. A imagem 
no canto superior esquerdo refere-se ao início da fase de remoção dos 
compostos no ensaio 1 e a imagem do canto inferior direito representa 




























 SST, SSV e SSNV 
Tabela 7.3 Valores de SST, SSV e SSNV no ensaio 1. 















18 18 0 
- 16 16 0 
- 27-Jun 104 88 16 
Remoção dos 
compostos E2 e 
EE2 
2 3-Jul 4 0 4 
3 4-Jul 12 12 0 
4 5-Jul 22 16 6 
5 6-Jul 42 42 0 
6 7-Jul 50 50 0 
7 8-Jul 4 4 0 
8 9-Jul 4 4 0 
 
 pH 
O pH da água desmineralizada com solução de alimentação sintética foi de 5,74. 
Ensaio 2 
 CQO 
Na Tabela 7.4 encontram-se valores diários da CQO determinados à saída do reator à 
semelhança do que se descreve para o ensaio 1. 
Tabela 7.4 Valores de CQO da solução de alimentação na fase de crescimento do 
biofilme do Ensaio 2. 
Fase Data 
CQO médio  
à saída do reator  
(mg O2/L) 









Figura 7.4 Fase de crescimento do biofilme do Ensaio 2. A fotografia da esquerda 
representa uma fase mais inicial, e a da direita a fase final do crescimento 
antes da adição dos compostos a testar. Fonte: (Fotografias da autora). 
Com o mesmo objetivo descrito no ensaio 1, na Tabela 7.5 mostram-se os valores 
diários de CQO, à saída do reator, para controlo do crescimento do biofilme alimentado 
com uma solução contendo: 40 mg O2/L de solução de alimentação sintética e 86 mg 
O2/L de solução em metanol com E2 e EE2. 
Tabela 7.5 Valores de CQO para controlo durante a remoção dos compostos E2 e EE2. 
Fase Dia Data CQO médio à saída 
do reator (mg O2/L) 
Eficiência de 





E2 e EE2 
0 19-Jul -  
1 20-Jul 54,3 56,5 
2 21-Jul 40,6 67,5 
3 22-Jul 50,8 59,4 
4 23-Jul 55,4 55,7 
5 24-Jul 28,1 77,5 
6 25-Jul 41,5 66,8 
7 26-Jul 49,8 60,2 
8 27-Jul 32,0 74,4 
A Figura 7.5 descreve a variação da eficiência de remoção da CQO ao longo da fase de 




Figura 7.5 Eficiência de remoção da CQO na fase de remoção dos compostos E2 e EE2 
do Ensaio 2. 
Na Figura 7.6 mostra-se o crescimento do biofilme ao longo da fase de remoção dos 
compostos E2 e EE2.  
 
Figura 7.6 Fase de remoção dos compostos E2 e EE2 do Ensaio 2. A imagem 
no canto superior esquerdo refere-se ao início da fase de remoção 
dos compostos e a imagem do canto inferior direito representa o 




























 SST, SSV e SSNV 
Tabela 7.6 Valores de SST, SSV e SSNV no ensaio 2. 
















E2 e EE2 
0 19-Jul 4 4 0 
1 20-Jul 18 18 0 
2 21-Jul 22 22 0 
3 22-Jul 350 318 32 
4 23-Jul 48 38 10 
5 24-Jul 40 24 16 
6 25-Jul 66 66 0 
7 26-Jul 34 34 0 
8 27-Jul 30 30 0 
 pH 
O pH da água desmineralizada com solução de alimentação sintética foi de 5,81. 
7.2. Remoção dos compostos E2 e EE2 através de um piloto de discos 
biológicos 
Curvas de Calibração  
As Figura 7.7 e Figura 7.8 representam as curvas adotadas para a quantificação das 
concentrações diárias removidas pelo piloto de discos biológicos. A aplicação das retas 
resultantes foi descrita no ponto 6.9 do capítulo anterior.  
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Figura 7.7 Curva de calibração adotada para a quantificação da concentração 
removida de E2 em ambos os ensaios.  
 
Figura 7.8 Curva de calibração adotada para a quantificação da concentração removida 
de EE2 em ambos os ensaios. 
Para ambas as figuras, o coeficiente de correlação, r2, obtido encontra-se próximo de 1. 
Indicando uma correlação positiva forte entre as concentrações obtidas e a área do pico, 




Figura 7.9 Cromatograma da amostra de 25 µg/L. O pico à esquerda representa o 
composto E2, no tempo de retenção 4,4 min, e o pico à direita representa o 
composto EE2 no tempo de retenção 5,5 min.  
 
Figura 7.10 Cromatograma da amostra de 200 µg/L.O pico à esquerda representa o 
composto E2, no tempo de retenção 4,4 min. e o pico à direita representa 




Figura 7.11 Espectros de absorção dos compostos E2 e EE2, (215-320 nm). 
 
Limites de Deteção e de Quantificação 
A aplicação do método descrito no ponto 6.8 do capítulo anterior permitiu alcançar os 
respetivos valores de limite de deteção (LOD) e de limite de quantificação (LOQ) para 
os compostos E2 e EE2. 
Tabela 7.7 Limites de deteção e quantificação para os compostos em estudo. 
 17β-Estradiol 17α-Etinilestradiol 
LOD (µg/L) 20,6 21,0 
LOQ (µg/L) 26,9 23,4 
 
Ensaio 1 
 Eficiência de remoção do composto E2 em discos biológicos. 
A Tabela 7.8 apresenta os valores de concentração diários à saída do reator do 
composto E2, após a aplicação da respetiva metodologia de quantificação, descrita no 
ponto 6.9 do capítulo anterior. 
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Tabela 7.8 Concentrações de E2 removidas diariamente no ensaio 1.  





Concentração à saída 
(µg/L) 
1-Jul 0 sim/sim 4,45 165 - 
2-Jul 1 sim/sim 4,42 30 32,4 
3-Jul 2 sim/sim 4,41 25 29,9 
4-Jul 3 sim/sim 4,48 49 41,8 
5-Jul 4 sim/sim 4,43 16,8 25,8 
6-Jul 5 não/ não - - - 
7-Jul 6 sim/sim 4,44 48,48 41,6 
8-Jul 7 sim/sim 4,44 37,76 36,2 
9-Jul 8 sim/sim 4,42 49,71 42,2 
A Figura 7.12 permite compreender a variação de eficiência de remoção no ensaio 1. A 
eficiência de remoção foi calculada em relação à concentração teórica de entrada, isto 
é, 100 µg/L.  
 
Figura 7.12 Eficiência de remoção do composto E2 no ensaio 1. 
 
 Eficiência de remoção do composto EE2 em discos biológicos. 
A Tabela 7.9 apresenta os valores de concentração diários à saída do reator do 
composto EE2, após a aplicação da respetiva metodologia de quantificação, descrita no 



























Tabela 7.9 Concentrações de EE2 removidas diariamente no ensaio 1. 





Concentração de saída 
(µg/L) 
1-Jul 0 sim/sim 5,6 398,0 - 
2-Jul 1 sim/sim 5,59 168,0 73,1 
3-Jul 2 sim/sim 5,6 209,0 86,1 
4-Jul 3 sim/sim 5,69 202,0 83,9 
5-Jul 4 sim/sim 5,63 180,0 76,9 
6-Jul 5 sim/sim 5,6 58,0 38,2 
7-Jul 6 não/não - - - 
8-Jul 7 sim/sim 5,59 233,2 93,7 
9-Jul 8 sim/sim 5,6 166,5 72,6 
 
A Figura 7.13 permite compreender a variação de eficiência de remoção do composto 
EE2 no ensaio 1. A eficiência de remoção foi calculada em relação à concentração 
teórica de entrada, 100 µg/L.  
 
Figura 7.13 Eficiência de remoção do composto EE2 no ensaio 1. 
 
Ensaio 2 
 Eficiência de remoção do composto E2 em discos biológicos. 






































19-Jul 0 sim/sim 4,46 149,81 - 
20-Jul 1 não/ não - - - 
21-Jul 2 sim/sim 4,45 113,7 74,0 
22-Jul 3 não/não - - - 
23-Jul 4 sim/sim 4,41 21,45 28,1 
24-Jul 5 sim/sim 4,46 24,68 29,8 
25-Jul 6 sim/sim 4,45 41,43 38,1 
26-Jul 7 sim/sim 4,45 39,67 37,2 
27-Jul 8 não/não - - - 
A Figura 7.14 permite compreender a variação de eficiência de remoção no ensaio 2. A 
eficiência de remoção foi calculada em relação à concentração na solução de 
alimentação, de 100 µg/L.  
 
Figura 7.14 Eficiência de remoção do composto E2 no ensaio 2. 
 Eficiência de remoção do composto EE2 em discos biológicos. 



































19-Jul 0 sim/sim 5,61 267,2 
 
20-Jul 1 não/não - - - 
21-Jul 2 sim/sim 5,62 199,4 83,0 
22-Jul 3 sim/sim 5,61 219,8 89,5 
23-Jul 4 sim/sim 5,61 192,9 81,0 
24-Jul 5 sim/sim 5,62 179,9 76,9 
25-Jul 6 sim/sim 5,63 184,9 78,4 
26-Jul 7 sim/sim 5,63 208,1 85,8 
27-Jul 8 não/não - - - 
 
A Figura 7.15 permite compreender a variação de eficiência de remoção no ensaio 2. A 
eficiência de remoção foi calculada em relação à concentração teórica de entrada, 100 
µg/L. 
 
Figura 7.15 Eficiência de remoção do composto EE2 no ensaio 2. 
7.3. Ensaio Preliminares 
 Comparação das curvas de calibração numa matriz alcoólica com as curvas de 
calibração numa matriz de água desmineralizada 
Na Figura 7.16 mostra-se a curva de calibração obtida para cada um dos compostos 



























Figura 7.16 Curva de calibração dos compostos E2 e EE2 em metanol com recurso a 
SBSE.  
O objetivo da elaboração das presentes curvas de calibração foi a comparação entre a 
aptidão da barra num meio aquoso e num meio alcoólico, representado nas Figura 7.17 
e Figura 7.18. 
 
Figura 7.17 Comparação entre a curva de calibração numa amostra em água 
desmineralizada e a curva de calibração numa amostra em metanol para 
o composto 17β-Estradiol.  
y = 2,0135x - 35,225
R² = 0,9868






















Curva de Calibração em
Água desmineralizada







Figura 7.18 Comparação entre a curva de calibração numa amostra em água 
desmineralizada e a curva de calibração numa amostra em metanol para 
o composto 17α-Etinilestradiol. 
Através da análise das Figura 7.17 e Figura 7.18, constata-se que a capacidade da barra 
de concentrar os compostos num meio com água desmineralizada é consideravelmente 
superior à capacidade num meio alcoólico. 
 Curva de Calibração sem recurso ao método de extração SBSE 
O objetivo da elaboração de curvas de calibração para ambos os compostos em estudo, 
foi a sua aplicabilidade na quantificação dos testes realizados, descritos desseguida, 
uma vez que estes foram elaborados sem recurso ao método de extração SBSE.  
 
Figura 7.19 Curvas de calibração sem recurso a SBSE para os compostos E2 e EE2. 
y = 3,1572x - 62,739
R² = 0,9878





















Curva de Calibração em
Água desmineralizada







y = 0,2867x - 6,1067
R² = 0,9999

























Figura 7.20 Cromatograma da amostra de 200 µg/L sem o recurso a SBSE. O pico à 
esquerda representa o composto E2, no tempo de retenção 4,4 min. e o pico 
à direita representa o composto EE2 no tempo de retenção 5,5 min.  
 
Figura 7.21 Cromatograma da amostra de 2000 µg/L sem o recurso a SBSE. O pico à 
esquerda representa o composto E2, no tempo de retenção 4,4 min. e o pico 
à direita representa o composto EE2 no tempo de retenção 5,5 min.  
 
Figura 7.22 Espectro de absorção dos compostos E2 e EE2, (215-320 nm). 
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 Fotodegradação dos compostos E2 e EE2 
O presente teste teve como objetivo compreender se haveria potencial de degradação 
dos compostos E2 e EE2 perante a exposição à luz.  
Tabela 7.12 Resultados do ensaio de fotodegradação para os compostos E2 e EE2.  
Dia 
17β-Estradiol 17α-Etinilestradiol 













0 60 231 91 339 58 246 73 302 
1 67 255 126 461 70 291 82 336 
2 85 318 72 272 84 344 50 216 
3 - - 102 377 - - 80 329 
4 25 108 65 248 31 145 53 227 
5 86 321 63 241 86 351 44 193 
 
Figura 7.23 Resultados obtidos no teste de fotodegradação do composto E2 ao longo 




Figura 7.24 Resultados obtidos no teste de fotodegradação do composto EE2 ao longo 
de 5 dias. 
 Testes de adsorção dos compostos E2 e EE2 nas etapas de filtração sem o recurso 
ao método de extração SBSE 
O objetivo da realização deste teste, foi averiguar se existiria alguma percentagem de 
composto E2 ou EE2 a ficar adsorvida nos filtros, uma vez que estes têm um Kow 
elevado. A Tabela 7.13 apresenta os resultados obtidos no teste, de notar que para cada 
tipo de matriz só se elaborou uma réplica.  
Tabela 7.13 Resultados do ensaio de teste ao sistema de filtração para os compostos 
E2 e EE2. 
Testes 
17β-Estradiol 17α-Etinilestradiol 















e spike de 200 
ppb 
6,3 43,3 1,0 24,8 2,6 38,0 2,0 35,7 
Água residual e 
spike de 200 
ppb 
0,6 23,4 n.d. n.d. 4,6 45,3 n.d. n.d. 
Água residual 
simulada com 
spike de 200 
ppb 
4,2 36,1 2,1 28,7 9,0 61,9 n.d. n.d. 






8. Discussão de Resultados  
De acordo com a descrição no capítulo 4, a monitorização e remoção dos compostos 
17β-Estradiol (E2) e 17α-Etinilestradiol (EE2), tem sido uma questão de enorme 
importância e atenção na comunidade científica. Na presente dissertação pretendeu-se 
avaliar a eficiência de remoção dos compostos E2 e EE2 recorrendo a uma instalação 
piloto de discos biológicos. Com já referido, este trabalho baseou-se no procedimento 
experimental desenvolvido por Fernandes (2016) e Vicente (2016) e suportou os 
resultados obtidos na presente dissertação, utilizando o mesmo equipamento. 
Nas fases de crescimento do biofilme, em ambos os ensaios, foram monitorizados 
parâmetros como CQO, SST, SSV e SSNV. Os resultados de CQO obtidos no ponto 
7.1, para o ensaio 1 e ensaio 2, revelam-se dentro do expectável, com uma CQO de 
entrada próxima da CQO teórica pretendida (125 mg O2/L) e com uma média de saída 
de 42 mg O2/L e 64,4 mg O2/L, respetivamente. Relativamente aos resultados obtidos 
para os parâmetros SST, SSV e SSNV, para ambos os ensaios, o SST medidos nesta 
fase representavam maioritariamente o biofilme presente, uma vez que todos os sólidos 
suspensos totais volatizaram, estando, por isso, os SSNV abaixo do limite de deteção 
do método. Tanto no ensaio 1 como no ensaio 2, o biofilme não atingiu uma espessura 
na ordem dos centímetros, contudo, no que se refere à eficiência de remoção de CQO, 
considerou-se que o objetivo foi cumprido. Para ambos os ensaios o pH não interferiu 
na experiência uma vez que se manteve abaixo dos valores de pKa de cada um dos 
compostos, não havendo o risco de remoção de protões dos mesmos. 
A fase de crescimento do biofilme, para que se atingisse o estado próximo do 
estacionário do biofilme, teve durações diferentes para cada ensaio. No ensaio 1, a 
duração foi de 10 dias, no ensaio 2 foi de 6 dias. A explicação para este facto pode estar 
na diferença de temperatura ambiente na qual decorreu cada ensaio, também verificado 
por Fernandes (2016) e Vicente (2016), concluindo que as temperaturas mais elevadas 
propiciam o desenvolvimento do biofilme. A temperatura média de Lisboa no período de 
crescimento de biofilme do ensaio 1 foi de 28 °C, no ensaio 2 foi de 33°C (AccuWeather, 
2016). Porém, considerou-se que a diferença de temperatura ambiente não interferiu 
nas conclusões do presente estudo. 
Relativamente à fase onde se avaliou a remoção dos compostos E2 e EE2, a CQO 
média à saída do reator para os ensaios 1 e 2 foi de 28,5 mg O2/L e 44 mg O2/L 
respetivamente. Para os sólidos, os resultados obtidos em cada ensaio na fase de 
remoção foram semelhantes aos resultados obtidos na fase de crescimento de biofilme, 
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com valores de SST iguais aos valores de SSV. Relativamente ao desenvolvimento do 
biofilme, na fase de remoção dos compostos do ensaio 1, o biofilme desenvolveu-se, 
apresentando uma cor ligeiramente rosada, também verificado nos ensaios 
desenvolvidos por Fernandes (2016) e Vicente (2016). No ensaio 2, verificou-se 
igualmente o desenvolvimento de biofilme com cor rosada, contudo mais intensa. Esta 
característica do biofilme é explicada pela época do ano em que decorreu o ensaio 
(meses quentes), comprovado por Fernandes (2016) e Vicente (2016) que descreveram 
exatamente a mesma situação para um período igual, e verificaram que esta cor não se 
desenvolve nos meses mais frios. Para ambos os ensaios o biofilme apresentou um 
desenvolvimento “saudável” sem nenhum inconveniente e com biomassa facilmente 
sedimentável. 
Quanto à remoção dos compostos em estudo no ensaio 1, verificou-se que para o 17β-
Estradiol e o 17α-Etinilestradiol, obtiveram-se eficiências médias de 64% e de 23% 
respetivamente. No ensaio 2 obtiveram-se eficiências médias de remoção para o 17β-
Estradiol e o 17α-Etinilestradiol de 63% e 18% respetivamente.  
Fernandes (2016) obteve eficiências de remoção absolutas para o composto 17β-
Estradiol entre 35% e 88%, e uma média de 66% com um piloto de discos biológicos 
alimentado com uma solução de CQO 125 mg O2/L. Na presente dissertação, o máximo 
de eficiência obtido para este composto no conjunto dos dois ensaios foi de 74,2%, 
contudo os valores médios obtidos no primeiro e segundo ensaio foram de 64% e 63%, 
respetivamente.  
Vicente (2016) obteve eficiências de remoção absolutas para o composto 17α-
Etinilestradiol entre 0% e 64% (com maior número de amostras < 50%),e uma média de 
37% com um piloto de discos biológicos alimentado com uma solução de CQO 125mg 
O2/L. Na presente dissertação, o máximo de eficiência obtido para este composto no 
conjunto dos dois ensaios foi de 61,8%, contudo os valores médios obtidos no primeiro 
e segundo ensaio foram de 23% e 18%, respetivamente. Porém, Vicente (2016) 
constatou que para uma solução de alimentação com CQO de 250mgO2/L, obteve 
melhores eficiências de remoção do composto, variando de 13% a 70%.  
Relativamente à comparação das curvas de calibração, obtidas com o recuso ao método 
de extração SBSE, numa matriz de água desmineralizada e numa matriz de metanol 
conclui-se que a capacidade de concentração dos compostos é maior na matriz de água 
desmineralizada, como se mostrou nas Figura 7.17 e Figura 7.18 do ponto 7.3. Segundo 
Almeida e Nogueira (2006), a presença de Metanol torna a matriz menos polar, 
facilitando a solubilização de compostos mais hidrofóbicos e reduz a afinidade destes 
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compostos à camada de PDMS da barra de agitação. Tanto o E2 como o EE2, ambos 
contendo valores de Kow elevados, são bastante solúveis em matrizes alcoólicas, 
levando-os a permanecer nesta ao invés de se ligarem à camada de PDMS.  
Dos resultados obtidos do teste de fotodegradação, não foi possível concluir se existe 
de fato degradação dos compostos, como se pode verificar nas Figura 7.23 e Figura 
7.24 do ponto 7.3. Só se analisou uma amostra para cada tipo de composto, não tendo 
sido, por isso suficiente para concluir a fotodegradação destes compostos. Fernandes 
(2016) e Vicente (2016) realizaram o mesmo tipo de teste e concluíram que não existiu 
degradação dos compostos.  
Relativamente ao teste da adsorção dos compostos às etapas de filtração, apresentado 
na Tabela 7.13, não se obtiveram resultados conclusivos acerca da adsorção dos 
compostos ao filtro. Só se analisou uma amostra para cada tipo de matriz, não tendo 
sido, por isso suficiente. Contudo, a alteração do procedimento experimental do ensaio 
1 para o ensaio 2, no que respeita a todas as filtrações a que a amostra é sujeita, levou 
à conclusão que não se verificaram diferenças nos resultados finais. Apesar de o 
procedimento 1 se tornar mais complexo uma vez que se inicia com duas filtrações 
sucessivas de 1,2 e 0,22 µm, e posteriormente a filtração com acrodisc de 0,2 µm, antes 
da evaporação com azoto, este garante a proteção da pré-coluna e da coluna 
cromatográfica do HPLC, tornando importante a sua aplicação. O procedimento 2 foi 
mais rápido, com apenas uma filtração no início da preparação da amostra com um filtro 
de 0,4 µm. Mesmo sendo procedimentos de processamento de amostras diferentes, os 
valores obtidos nas amostras de ambos os ensaios não diferiram. Considera-se que o 
procedimento 1 deverá ser o adotado, mas apenas porque permite maior conservação 
do equipamento a jusante.  
No capítulo 4, ponto 4.7 foram apresentadas eficiências de remoção de vários tipos de 
tratamento secundário e de vários tipos de tratamento terciário. Relativamente à 
remoção de micropoluentes como o E2 e EE2, no tratamento secundário deve-se 
essencialmente a transformações biológicas e/ou químicas e à sorção dos 
micropoluentes aos sólidos existentes na massa de água. Contudo, uma vez que o 
objetivo da presente dissertação foi avaliar a viabilidade de um tratamento terciário 
utilizando discos biológicos, a comparação deve ser feita relativamente aos tipos de 
tratamento terciário apresentados.  
Na Tabela 4.4 apresentaram-se os tipos de tratamento biológico e tipos de processo 
avançado de oxidação (AOPs). Relativamente aos tratamentos biológicos, a lagoa de 
macrófitas apresentou uma eficiência de remoção do E2 de aproximadamente 60%, não 
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sendo detetável o composto EE2. Os filtros de areia apresentam uma eficiência máxima 
de remoção para o composto E2 de 20% e para o EE2 de 10%. Relativamente aos 
AOPs, as eficiências de remoção para ambos os compostos são superiores a 80%. 
Contudo, como já foi referido nesse mesmo capítulo, os AOPs podem introduzir efeitos 
negativos através da formação de subprodutos ou produtos de transformação tóxicos 
(H. sang Kim et al., 2007; Lee & Von Gunten, 2009; Luo et al., 2014; Shappell et al., 
2008) e o custo do tratamento de água residual com este tipo de processos não é 
atualmente economicamente sustentável aquando em escala real (Koh et al., 2008). 
Neste sentido, além das vantagens enumeradas no capítulo 4, ponto 4.8, inerentes à 
utilização de discos biológico, estes apresentam-se como uma possibilidade viável para 
tratamento terciário, numa etapa de afinação a jusante do tratamento secundário, uma 
vez que a implantação dos mesmos não introduz uma perda de carga significativa, 
permitindo a sua integração em ETAR já construídas. A acrescentar, o fato de o seu 
modo de operação não apresentar risco de introdução de toxicidade, contrariamente 
aos AOPs, de necessitarem de baixo custo de operação e pouca área de implantação. 
Relativamente às eficiências de remoção que se obtiveram no presente estudo para a 
remoção de compostos disruptores endócrinos, fazem deste tipo de tratamento uma 




No seguimento da discussão de resultados do capítulo anterior, as principais 
conclusões são as seguintes:  
 Para ambos os ensaios, o crescimento e desempenho do biofilme não foi 
afectado pelas condições de afluência, nomeadamente a baixa concentração 
de carbono (simulação de um efluente urbano após tratamento secundário) e 
a presença de metanol associado à solução mista dos compostos E2 e EE2. 
 O estudo de degradação biológica dos compostos E2 e EE2, decorreu de um 
modo estável e próximo do regime estacionário, ao longo dos ensaios; 
 Comparando com os resultados obtidos por Fernandes (2016) e Vicente 
(2016), que avaliaram a eficiência de remoção dos compostos E2 e EE2 
individualmente, admite-se que não existe uma diferença significativa de 
resultados, quando estes compostos se encontram em solução mista.  
 As eficiências de remoção alcançadas para os compostos E2 e EE2 são 
apresentadas na Tabela 9.1. 
Tabela 9.1 Resumo dos resultados obtidos do estudo da eficiência de remoção dos 





















74 58 64 
EE2 62 6 23 
2 
E2 72 26 63 
EE2 23 11 18 
 Os resultados obtidos nos ensaios podem ser considerados satisfatórios face 
às eficiências apresentadas nos sistemas de tratamento biológico com 
processos de biomassa fixa e suspensa, nos quais a disponibilidade de 
nutrientes, concentração de substrato, não foi limitativa. 
 Apesar dos compostos serem solúveis em Metanol, o método de extração 
SBSE não é compatível com essa matriz, sendo que a sua capacidade de 
concentração dos compostos foi mais elevada em matriz de água, como foi 
descrito no capítulo de discussão de resultados. 
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10. Desenvolvimentos Futuros  
As conclusões deste estudo permitiram compreender o potencial da utilização de 
reatores de discos biológicos como tratamento de afinação para remoção de 17β-
Estradiol e 17α-Etinilestradiol. Futuros contributos no seguimento da presente 
dissertação poderão passar por: 
 Observação microscópica do biofilme, de forma a identificar os microrganismos 
que se desenvolvem na presença dos compostos E2 e EE2, analisando a sua 
evolução ao longo do tempo.  
 Controlar melhor a temperatura ambiente a que se encontra a instalação piloto 
de discos biológicos, de forma a perceber quais as condições ótimas para o 
desenvolvimento do biofilme, maximizando a sua taxa de crescimento, e 
avaliando o crescimento de determinadas espécies em deterioramento de 
outras;  
 Avaliar o biofilme, no sentido de compreender se a remoção dos compostos se 
deve à sorção dos mesmos no biofilme ou se é realmente um processo de 
biodegradação.  
 Avaliar a aplicabilidade deste tipo tratamento para amostras com 
concentrações mais baixas dos compostos E2 e EE2.  
 Apesar de se obterem resultados consistentes na presente dissertação, no 
futuro deveria ser equacionada a alteração do método analítico e de deteção, 
de forma a atingir limites de deteção e quantificação menores. Uma vez que os 
limites de deteção máximos legislados para cada um destes compostos se 
encontram em ng/L, para amostras reais, um método analítico viável seria a 
cromatografia gasosa acoplada a detetor de massa (GC-MS). No procedimento 
experimental a única alteração seria a introdução de uma etapa de derivação 
após a extração, tornando a amostra mais apta para este tipo de equipamento. 
Na literatura, Iparraguirre et al.(2011) utilizou o método de extração SBSE (com 
derivação após extração) e o método analítico GC e de deteção de massa para 
avaliar os compostos E2 e EE2, obtendo valores de limite de deteção de 16 
ng/L e 7 ng/L, respetivamente. Com este método seria possível avaliar não só 
o E2 e EE2 bem como outros compostos disruptores endócrinos a 
concentrações mais baixas.  
 Finalmente, avaliar a aplicabilidade do método em amostras de água residual reais.  
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Anexo III – Tabelas Referência 
Tabela III.1 Identificação das 33 substâncias/grupos de substâncias prioritárias no 
Domínio da Política da Águas. (Fonte: Diretiva n. º2008/105/CE do Parlamento 
Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008, Anexo II). 
 Nome da substância prioritária Identificada como 
substância perigosa prioritária 
1 Alachloro  
2 Antraceno X 
3 Atrazina  
4 Benzeno  
5 Éteres difenílicos bromados  X 
6 Cádmio e compostos de cádmio X 
7 C10-13-cloroalcenos X 
8 Clorfenvinfos  
9 Clorpirifos (Cloropirifos-etilo)  
10 1,2-Dicloroetano  
11 Diclorometano   
12 Di(2-etilhexil)ftalato (DEHP) X 
13 Diuron   
14 Endosulfan X 
(alfa-endossulfano)  
15 Fluoranteno   
16 Hexaclorbenzeno X 
17 Hexaclorbutadieno X 
18 Hexaclorciclohexano X 
(isómero gama, Lindano)  
19 Isoproturon  
20 Chumbo e composto de chumbo   
21 Mercúrio e composto de mercúrio  X 
22 Naftaleno   
23 Níquel e composto de níquel   
24 Nonilfenóis X 
(4-(para)-nonilfenol) X 
25 Octilfenóis  
(para-tert-octilfenol)  
26 Pentaclorobenzeno X 
27 Pentaclorofenol  






29 Simazina  
30 Composto de tributilteno X 
(catião-tributilteno)  X 
31 Triclorbenzenos  
(1,2,4-Triclorobenzeno)  
32 Triclorometano (Clorofórmio)  
33 Trifluralina X 
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Tabela III.2 Identificação das 12 substâncias adicionadas à lista das 33 substâncias. 
(Fonte: Diretiva 2013/39/EU do Parlamento Europeu e do Conselho e 12 de agosto de 
2013, Anexo I). 
 Nome da substância priorititária Identificada como 
substância perigosa prioritária 
34 Dicofol X 
35 Ácido perfluorooctanossulfónico e seus 
derivados (PFOS) 
X 
36 Quinoxifena  X 
37 Dioxinas e compostos semelhantes a 
dioxinas 
X 
38 Aclonifena  
39 Bifenox  
40 Cibutrina  
41 Cipermetrina  
42 Diclorvos  
43 Hexabromociclododecanos (HBCDD) X 
44 Heptacloro e epóxido de heptacloro X 
45 Terbutrina  
Tabela III.3 Lista de vigilância das substâncias para monitorização (Fonte: Decisão de 
Execução (UE) 2015/495 da Comissão de 20 de março de 2015). 
Nome da substância /grupo de 
substâncias 
Limite de deteção máximo  
aceitável do método (ng/L) 
17alfa-Etinilestradiol (EE2) 0,035 
17beta-Estradiol (E2), Estrona (E1) 0,4 
Diclofenac 10 
2,6-ditert-butil-4-metilfenol 3 160 
4-Metoxicinamato de 2-etil-hexilo 6 000 







Anexo IV - Cromatogramas do 1º Ensaio  
 
Figura IV.1 Cromatogramas correspondentes ao 1º ensaio, do dia 0 (1º de baixo) até ao dia 4 (1º de cima). Mais à esquerda encontra-se o pico 
correspondente ao composto E2, no tempo 4,4 minutos e à direita encontra-se o pico correspondente ao composto EE2, no tempo 
de retenção 5,6 minutos (=281 nm). 
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Figura IV.2 Cromatogramas correspondentes ao 1º ensaio, do dia 5 (1º de baixo) até ao dia 8 (1º de cima). Mais à esquerda encontra-se o pico 
correspondente ao composto E2, no tempo 4,4 minutos e à direita encontra-se o pico correspondente ao composto EE2, no tempo 
de retenção 5,6 minutos (=281 nm). 
103 
 
Anexo V - Cromatogramas do 2º Ensaio  
 
Figura V.1 Cromatogramas correspondentes ao 2º ensaio, do dia 0 (1º de baixo) até ao dia 4 (1º de cima). Mais à esquerda encontra-se o pico 
correspondente ao composto E2, no tempo 4,4 minutos e à direita encontra-se o pico correspondente ao composto EE2, no tempo 




Figura V.2 Cromatogramas correspondentes ao 2º ensaio, do dia 5 (1º de baixo) até ao dia 8 (1º de cima). Mais à esquerda encontra-se o pico 
correspondente ao composto E2, no tempo 4,4 minutos e à direita encontra-se o pico correspondente ao composto EE2, no tempo 
de retenção 5,6 minutos (=281 nm). 
 
 
 
